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1. Zusammenfassung 1
1. Zusammenfassung
Die intraluminale Fadenokklusion ist eine etablierte Methode zur Erzeugung einer
fokalen zerebralen Ischämie. Betrachtet man die retinale Blutversorgung, so ist auch die
Erzeugung einer retinalen Ischämie durch die intraluminale Fadenokklusion denkbar.
In der vorliegenden Arbeit wurde bei Sprague-Dawley-Ratten eine transiente retinale
Ischämie von 180-minütiger Dauer mit Hilfe der intraluminalen Fadenokklusion induziert.
Um den Nachweis einer Durchblutungsminderung zu erbringen, wurde die
elektrophysiologische Funktionsfähigkeit der Retina mit Hilfe des Elektroretinogramms
(ERG) untersucht. Ein weiterer Ansatz ging der Frage nach, ob diese retinale Ischämie zu
neuronalen und glialen Veränderungen führt.
Im ERG zeigte sich eine komplette Suppression der a- als auch b-Wellenamplitude
während der Ischämie und einer nur inkompletten Erholung der b-Welle in der
Reperfusionszeit. Mit Hilfe glialer Marker konnte eine Mikro- als auch Astrogliaaktivierung
nachgewiesen werden. Histologisch konnten keine Neuronenuntergänge oder
Schichtdickenveränderungen festgestellt werden.
Die erhaltenen Befunde belegen das Vorliegen einer transienten, retinalen Ischämie
nach Anwendung der intraluminalen Fadenokklusionsmethode. Die erzeugte Ischämie führt
zu einer bleibenden Funktionsbeeinträchtigung der Retina ohne neuronalen Schaden. Die
Befunde sprechen für ein Modell, welches die Bedingungen einer Amaurosis fugax imitiert.
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2. Einleitung
2.1 Klinischer Hintergrund
Zerebrovaskuläre Erkrankungen stellen nach dem Herzinfarkt und den bösartigen
Tumoren die dritt häufigste Todesursache in der westlichen Welt dar. In Deutschland liegt die
Inzidenz zerebraler Gefäßinsulte zwischen 200-350/100000 Einwohner, die Prävalenz wird
auf 600/100000 Einwohner geschätzt und man muss mit etwa 200000 neuen Insulten jährlich
rechnen (Poeck und Hacke, 1998). Die Letalität liegt bei 25% in den ersten drei Wochen. 25%
bleiben pflegebedürftig und 50% erholen sich soweit, dass sie sich wieder selbst versorgen
können. Die Lebenserwartung dieser Patienten ist aber im Vergleich zu Gesunden reduziert,
da etwa 25% in der Folge einem Reinfarkt und 40% kardialen Erkrankungen erliegen
(Marquardsen, 1986). Schlaganfälle werden heute nach ihren Bedingungen
(Makroangiopathie, Mikroangiopathie oder Kombinationsform), nach ihrer Lokalisation
(vorderes oder hinteres Stromgebiet) und nach ihrer Pathophysiologie (Arteriosklerose und
Stenosen der hirnversorgenden Arterien, lokale arterielle Thrombosen, Embolien,
Dissektionen, Koaguloopathien, immunologische Mechanismen) differenziert. Zerebralen
Insulten liegt in 85% der Fälle eine Mangeldurchblutung (Ischämie) und in 15% eine Blutung
(Rexisblutung) zu Grunde (Poeck und Hacke, 1998). Die Risikofaktoren lassen sich in
modifizierbare, wie arterielle Hypertonie, Rauchen, Diabetes mellitus, kardiale Erkrankungen,
Fettstoffwechselstörungen und nicht modifizierbare Faktoren, wie Alter und genetische
Prädisposition einteilen (Simons et al., 1998; Davis et al., 1998). In der Klinik äußert sich ein
ischämischer Insult je nach Stromgebiet, Größe und Lokalisation als Hemiparese,
Hemianopsie oder Hemihypästhesie. Je nach Seitenlokalisation des Infarktes kann es zu einer
Aphasie (linke Hemisphäre) oder einem Neglect (rechte Hemisphäre) kommen (Poeck und
Hacke, 1998).
Zur Zeit steht nur eine im wesentlichen auf die Prophylaxe und Rehabilitation des
Schlaganfalls orientierte Therapie zur Verfügung. Besonders die Behandlung der
modifizierbaren Risikofaktoren senkt die Schlaganfallshäufigkeit (Diener, 1997).
Zur Akuttherapie hingegen stehen zur Zeit nur symptomatische Therapiemethoden
(Sicherung der Vitalfunktionen, Einstellung von Blutzucker, Blutdruck und Temperatur,
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Behandlung des erhöhten Hirndrucks (Panayiotou et al., 1998; Wijdicks und Scott, 1998) und
die Möglichkeit der systemischen Fibrinolyse mit Hilfe des Fibrinolytikums recombinant
tissue plasminogen activator (rtPA) innerhalb der ersten drei Stunden zur Verfügung (Lyden
et al., 1997; Poeck und Hacke, 1998).
Die Retina stammt entwicklungsgeschichtlich von dem Gehirn ab, baut sich aus
neuronalen Zellen und Gliazellen auf und wird komplett aus der Arteria carotis interna über
die Arteria ophthalmica (erster intrakranieller Gefäßabgang) versorgt (Schieber und Schmidt,
1991). Wie das Gehirn reagiert die Retina sehr sensibel auf eine Reduktion der
Blutversorgung. Es kann bei einer retinalen Ischämie zu einem vorübergehenden, Sekunden
bis wenige Minuten andauernden Visusverlust – Amaurosis fugax –, oder aber zu einem
permanenten ischämischen retinalen Schaden mit irreversiblem Verlust der Sehkraft kommen
(Reim, 1993). Die häufigste Ursache (ca. 50%) der retinalen Ischämie sind atheromatöse
Mikroemboli (Bogousslavsky et al., 1981), die zum größten Teil aus Stenosen der Arteria
carotis communis oder ihrer Bifukation entstehen (Kimura et al., 1996; Tamiya et al., 1996),
wobei 73,3% der Patienten mit retinaler Ischämie eine hochgradige (>70%) Stenose der
Arteria carotis interna zeigen (Wijman et al., 1998). Risikofaktoren für diese Stenosierung
sind Hypertonie (65%), Diabetes mellitus (25%) und entzündliche Gefäßprozesse (5%) (Lang
und Spraul, 1997). Aber auch Gefäßspasmen (Ploner et al., 1995) und hämodynamische
Veränderungen, wie ein starker Blutverlust, Herzversagen, orthostatische Dysregulation
(Caplon und Sergay, 1976; Sommerville, 1984; Ruff et al., 1981; Dobkin, 1989), arterielle
Dissektionen, Traumen, Infektionen, Drogenmissbrauch, thrombotische Erkrankungen
(Nadeau, 1994), Hypotension, Migräne und kardiale Embolien (Stone, 1994) können eine
Rolle in der Entstehung der retinalen  Ischämie spielen. Andere klinische Ursachen einer
verminderten retinalen Blutversorgung sind Diabetes mellitus (Bek, 1997), Glaukom
(Nickels, 1996) und Retinopathia praematurorum (Kremer et al., 1987). Eine seltenere
Ursache ist die durch sehr helles Licht ausgelöste transiente Ischämie, die retinale
Claudicatio. Der bei dem Blick in helles Licht gesteigerte metabolische Bedarf kann durch die
ohnehin schon bei Stenosen reduzierte Perfusion nicht mehr gedeckt werden (Furlan et al.,
1979; Ross und Page, 1983). Aber auch die chronische okkuläre Ischämie, in 4-18%
verursacht durch schwere Karotisstenosen (Kersemakers et al., 1992; Kearns und Hollenhorst;
1963; Kearns et al., 1979) führen zu einer langsam einsetzenden Verschlechterung des Visus,
meist ohne Schmerzen. Darüber hinaus konnte man nach Operationen, bei denen ein sehr
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starker extrinsischer Druck auf den Augapfel ausgeübt worden ist, einen
Zentralarterienverschluss beobachten (Sys et al., 1996).
Bei einem Verschluss der Zentralarterie kommt es zu einer unmittelbaren Erblindung.
Bei der Spiegelung des Augenhintergrundes lässt sich eine diffuse weißliche Verfärbung der
Netzhaut mit unscharfen Konturen beobachten, welches dem ischämischen Ödem der Retina
entspricht. Ebenfalls erkennt man über der Makula den sogenannten „kirschroten Fleck“, da
hier auf Grund der geringeren Nervenschicht keine Ödembildung entsteht und die Choroidea
durchschimmert (Reim, 1993).
Die Amaurosis fugax ist durch eine plötzlich auftretende Sehstörung eines Auges
gekennzeichnet. Sie kann wenige Sekunden bis zu einer halben Stunde andauern. Sie stellt
eine transitorische ischämische Attacke (TIA) der Retina dar. Der Augeninnendruck bleibt
normal, es lässt sich kein bleibender Visusverlust nach der Amaurosis fugax nachweisen.
Ebenfalls bleibt die Durchblutung des betroffenen Auges nach der Amaurosis fugax
unverändert (Knabben et al., 1996). Burde (1989) unterscheidet vier Formen der Amaurosis,
je nach zugrundeliegender Ätiologie: (1) embolische Amaurosis, (2)
Hypoperfusionsamaurosis, (3) Angiospasmusamaurosis, (4) Amaurosis unbekannter
Ätiologie. Sie ist Leitsymptom einer Karotisstenose (Bogousslavsky und Regli, 1985; Pohl,
1994). Aber auch bei dem „ocular ischemic syndroms“ stellt die Amaurosis fugax (15%)
neben dem langsamen ( 28%) und plötzlichen (41%) Visusverlust eines der Leitsymptome
dar.
Die Amaurosis fugax führt zwar unmittelbar zu keinen pathologischen Veränderungen
am Auge, tritt aber bei Patienten auf, bei denen vaskuläre Risikofaktoren sehr ausgeprägt sind
und stellt ein Warnsignal für jeden Arzt dar. Die Amaurosis fugax sollte zu schnellem
diagnostischen Handeln führen, da sie meist Vorbote eines kompletten zerebralen Infarktes
ist, der für den Patienten Invalidität oder sogar den Tod mit sich bringen kann. Nach einer
Amaurosis fugax oder einer TIA beträgt die Wahrscheinlichkeit innerhalb von zwei Jahren
einen Schlaganfall zu entwickeln 54% (Nadeau, 1994). Die sonographische Untersuchung der
Halsgefäße und damit die Suche nach Gefäßverengungen sollte bei dem Auftreten einer
Amaurosis fugax in erster Linie erfolgen. Mit den Patienten sollte eine sekundäre
Schlaganfallprophylaxe durchgeführt werden. Dabei stehen medikamentöse Formen der
Gerinnungshemmung, wie Acetylsalicylsäure, Ticlopidin, Clopidogrel, Cumarinderivate oder
Heparin intravenös zur Verfügung (Petty et al., 1999; Poeck und Hacke, 1998), eine
systemische Lyse mit rtPA kommt nicht in Frage, da die Indikationsstellung auf den
Zentralarterien- und Zentralvenenverschluß limitiert ist (Hattenbach, 1998) und es sich um
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eine transiente Symptomatik handelt. Aber auch die Endarterektomie der Karotis ist
besonders bei dem Auftreten einer Amaurosis fugax als Sekundärprophylaxe induziert
(Holmoy et al., 1999) und sollte bei einer Stenose >70% der Arteria carotis interna
durchgeführt werden (Nadeau, 1994).
2.2 Ischämiebedingte pathophysiologische Veränderungen
Die durch die Ischämie induzierten pathopysiologischen Abläufe wurden vor allem
durch Untersuchungen am Gehirn und nur zum Teil an der Retina gewonnen. Die Ergebnisse
können aber auf die Retina übertragen werden, da diese ein vorgelagerter Teil des zentralen
Nervensystems ist. Die bisherigen Ergebnisse gehen von drei pathophysiologischen
Mechanismen aus, die nach der Ischämie zum Zelluntergang führen. Zum einen die Phase der
Exzitotoxizität mit Kalziumüberladung der Zelle und Radikalenbildung innerhalb der ersten
Minuten und Stunden, gefolgt von einer Entzündungsreaktion innerhalb von Stunden und
Tagen und der Apoptose, die sich nach einigen Tagen bis Wochen entwickelt. Eine
Zusammenfassung der nacheinander auftretenden und sich zum Teil überlappenden
pathophysiologischen Prozesse gibt Abbildung 1.
Abbildung 1: Kaskade der pathophysiologischen Prozesse nach einer zerebralen
Ischämie
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Durch die unterbrochene Blutzufuhr kommt es zu einer inadäquaten Sauerstoff- und
Glukoseversorgung des ZNS. Dabei werden die Energiereserven (ATP und andere
Nukleotidtriphosphate) schnell verbraucht. Durch die anaerobe Energiegewinnung kommt es
neben der reduzierten Energiebereitstellung auch zu der Ausbildung einer Azidose (Kraig,
1985). Zusätzlich verursacht ein Na+-Reflux, zusammen mit Cl-- und osmotischem
Wassereinfluss ein Ödem und eine neuronale Zellschädigung (Siesjö, 1992b; Robin and
Kalloniatis, 1992). Die reduzierte Energiebereitstellung führt zu einer Erhöhung des
Membranpotentials (Hansen, 1985; Siesjö, 1992a,b) und letztlich zu einer neuronalen
Depolarisation mit einer Ausschüttung exzitatorischer Aminosäuren (Globus et al., 1988).
Diese exzitatorischen Aminosäuren akkumulieren im extrazellulären Raum und bewirken eine
Zellschädigung der Neurone durch die Überstimmulation ihrer Rezeptoren. Dabei kommt es
zu einer akuten exzitatorischen neuronalen Schwellung (Olney et al., 1986), einer neuronalen
Disintegration (Choi et al., 1987) und einer später einsetzenden Ca++-abhängigen
Zellschädigung (Robin und Kalloniatis, 1992). Man konnte sowohl in zerebralem (Benveniste
et al., 1984) als auch retinalem (Louzada-Junior et al., 1992) Gewebe nach einer Ischämie
eine erhöhte Glutamatkonzentration nachweisen. Hinzu kommt, dass die normale gliale
Wiederaufnahme des Glutamats durch Gliazellen unter ischämischen Bedingungen
zusammenbricht (Volterra et al., 1994), wodurch die extrazelluläre Akkumulation verstärkt
wird (Rothman und Olney, 1986). Die Überstimulation von Glutamatrezeptoren (besonders
N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren), ist eine der Hauptursachen für den neuronalen
Untergang nach einer Ischämie (Choi und Rothman, 1990; Siesjö, 1992b; Peruche and
Krieglstein, 1993). Darüber hinaus verstärkt diese Überstimulation die Kalziumüberladung
der Zelle (Robin und Kalloniatis, 1992; Orrenius und Nicotera, 1994).
Kalzium erfüllt wichtige Funktionen in der Zell-zu-Zell-Kommunikation und
außerdem als second-messager in der Kopplung von extrazellulären Stimuli. Da die
intrazelluläre Kalziumkonzentration die normale Funktion vieler physiologischer Abläufe
beeinflusst (Berridge, 1990), wird sie unter physiologischen Bedingungen durch
Membrantransportproteine und Ca++-bindende Proteine sehr genau reguliert (Baimbridge et
al., 1992). Ischämische Bedingungen verursachen eine Beeinträchtigung dieser
Regulationsmechanismen (Orenius und Nicotera, 1994). Es kommt zu einer Aktivierung
Ca++-abhängiger Enzyme, die den Zelltod verursachen (Siesjö et al., 1992). Proteasen
schädigen das Zytoskelett und unterbinden somit den axoplasmatischen Transport und die
intrazelluläre Kommunikation (Siman and Noszek, 1988; Lee et al., 1991). Lipasen fördern
die Bildung freier Fettsäuren, die wiederum zu Membranfehlfunktionen führen und die
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Radikalenbildung begünstigen (Siesjö, 1992b). Hinzu kommt, dass Kalzium als wichtiger
Modulator der Proteinsynthese fungiert (Wieloch et al., 1992) und so steigende
Kalziumkonzentration eine Beeinflussung des Genoms verursachen (Berridge, 1984).
Ist die Blutversorgung wieder hergestellt, entstehen freie Sauerstoffradikale (Siesjö et
al., 1992), die als Hauptverursacher der neuronalen Degeneration während der Reperfusion
angesehen werden (Halliwell, 1992; Siesjö, 1992b; Grace, 1994; Phillis et al., 1994). Freie
Radikale werden von vielen Zellen auch unter physiologischen Bedingungen gebildet
(Mikroglia, Monozyten und Makrophagen) (Halliwell, 1992), da sie unter kontrollierten
Bedingungen eine entscheidende Rolle in der Abwehr von Bakterien, bei der intrazellulären
Kommunikation und in der Regulation von Wachstumsprozessen (Halliwell und Gutteridge,
1986) spielen. Unter der Ischämie können Kettenreaktionen, wie z.B. die Peroxidation von
ungesättigten Fettsäuren, in Gang gesetzt werden (Siesjö, 1981; McCord, 1985). Es kommt zu
einer Peroxidation von Membranlipiden, was zu einer erhöhten Membranliquidität führt, die
wiederum die Kalziumpermeabilität erhöht und Membranproteine entkoppelt (Halliwell,
1992; Siesjö, 1992b; Phillis, 1994). Ebenfalls kommt es zu einer DNA-Schädigung (Freeman
und Crapo, 1982; Halliwell, 1992), einer gesteigerten Glutamatausschüttung (Pellegrini-
Giampietro et al., 1990), und zu einer Inhibition der Glutamatwiederaufnahme in die
Gliazellen (Volterra et al., 1994). Die einzelnen Prozesse laufen im Bereich von Minuten bis
Stunden nach Beginn der Ischämie ab und verstärken sich gegenseitig.
Bereits wenige Stunden nach Beginn der Ischämie entwickelt sich eine entzündliche
Reaktion mit Einwanderung von Leukozyten und einer Aktivierung von Mikro- (Morioka et
al., 1993; Gehrman et al., 1992) als auch Astroglia (Hjelmeland und Harvey, 1988) mit einer
Sekretion von potentiell zytotoxischen Substanzen (Arvin et al., 1996) die mehrere Tage
anhält. So ist bereits nach mehreren Stunden ein deutlicher Konzentrationsanstieg von IL-1
und TNF zu beobachten (Saito et al., 1996; Honda, 1996). Diese Zytokine können einerseits
den neuronalen Zellschaden verstärken (Lachman et al., 1987; Quagliarello et al., 1991),
andererseits aber auch durch die Aktivierung von Wachstumsfaktoren neuroprotektiv wirken
(Spranger et al., 1990).
In jüngster Zeit hat sich in den Tiermodellen der zerebralen Ischämie gezeigt, dass
Tage bis Wochen nach Ischämie ein Teil der Neurone nicht durch Nekrose, sondern durch
Apoptose zugrunde geht (Li et al., 1995; Nitatori et al., 1995; Schmidt-Kastner et al., 1997).
Dieses Phänomen des programmierten Zelltods geht einher mit einer endogenen Aktivierung
von Proteasen, welche die DNA spalten und so den neuronalen Zelltod mit sich bringen,
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wobei im Gegensatz zu der Nekrose die Zelle relativ lange intakt bleibt (Pang und Geddes,
1997).
2.3 Tiermodelle der retinalen Ischämie
Die klinische Bedeutung der retinalen Ischämie und die einfache und gut strukturierte
Organisation der Retina mit sechs Neuronentypen (Photorezeptoren, Bipolarzellen,
Ganglienzellen, Horizontalzellen, Amakrinzellen und innerplexiforme Zellen) und einem
vorherrschenden Gliazelltyp (Müllerzellen) (Robin und Kalloniatis, 1992) in einer
geschichteten Struktur (Ames und Nesbett, 1981) hat zu einer Vielzahl an experimentellen
Arbeiten geführt, die sich mit den elektrophysiologischen, immunhistochemischen und
histologischen Veränderungen der Retina unter der Ischämie beschäftigen. Hierzu wurden
Tiermodelle entwickelt, die es durch die Beeinträchtigung der Blutversorgung der Retina
erlauben, die retinale Ischämie zu untersuchen (siehe Tabelle1).
Tabelle 1: Tiermodelle der retinalen Ischämie
Typ Modelle Vorteile Nachteile
Globale
zerebrale
Ischämie
2VO
(two vessel
occlusion)
einfacher chirurgischer Eingriff,
variable Ischämiedauer
keine totale Ischämie, kein kontra-
laterales Kontrollauge
4VO
(four vessel
occlusion)
Totale Ischämie keine flexible Ischämiedauer, kein
kontralaterales Kontrollauge, zwei-
facher invasiver Eingriff
Retinale
Ischämie
HIOP
(high intraocu-
lar pressure)
nur retinale Ischämie, variable
Ischämiedauer, kontralaterales
Kontrollauge
unspezifische Effekte durch Druck-
schäden
Ligation nur retinale Ischämie, variable
Ischämiedauer, kontralaterales
Kontrollauge
unspezifische Effekte durch Schädi-
gung des Sehnerven
Photoko-
agulation
nur retinale Ischämie, kontra-
laterales Kontrollauge, konstante
Infarkte, nichtinvasiv
permanente Ischämie, keine Reper-
fusion möglich
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Der Erfolg der Ischämieerzeugung wurde in den Modellen mit Hilfe
elektrophysiologischer (Elektroretinogramm, ERG), histologischer (Nissl-Färbung) oder
immunologischer (saures Gliafaserprotein (glial fibrillary acidic protein, GFAP),
Astrogliamarker) Methoden demonstriert.
2.3.1 Modelle der globalen zerebralen Ischämie
Bei der 2VO als auch der 4VO handelt es sich um Modelle zur Erzeugung einer
globalen zerebralen Ischämie, die entwickelt worden sind, um die Auswirkungen einer
globalen, reduzierten zerebralen Blutversorgung zu untersuchen. Die Erzeugung der retinalen
Ischämie ist also mehr ein Nebenprodukt dieser Modelle. Beide Methoden resultieren in einer,
sich über große Bereiche des Gehirns, ausbreitenden transienten Ischämie (Hunter et al.,
1995).
Bei der 2VO-Methode werden die beiden Karotiden okkludiert und nach 20 bis 45
Minuten wieder freigegeben (Block et al., 1992; Osborne et al., 1991; Block et al., 1994). Es
kommt durch das beidseitige Abklemmen der Arteria carotis communis zu einer 50%igen
Reduktion der zerebralen Durchblutung (Block et al., 1993). Bei der Retina kommt es
elektrophysiologisch zu einer Reduktion der b-Wellenamplitude im ERG ohne eine komplette
Suppression. In der Reperfusionszeit steigt die Amplitude jedoch wieder an und erreicht nach
30 Minuten wieder ihren Ausgangswert (Block et al., 1994). Die a-Welle zeigt weder
während noch nach der Ischämie Veränderungen. Kommt es allerdings zu einer
langanhaltenden Okklusion der Aa. carotides communes, so führt dies zu einer permanenten
Depression der b-Wellenamplitude um 50% (Barnett und Osborne, 1995a).
Immunhistochemisch lässt sich eine leichte GFAP-Hochregulation nach 2VO und sieben
Tagen Reperfusionszeit in den Müllerzellen nachweisen, wobei die Intensität der
Immunreaktivität in den einzelnen Retinae sehr stark variiert (Osborne et al., 1991).
Histologische Veränderungen finden sich nicht (Osborne et al., 1991). Bei der 2VO-Methode
wird die orthograde Durchblutung durch die Karotiden unterbunden, aber durch den Circulus
Willisi, der Aa. carotides communes und Aa. vertebrales miteinander verbindet (Paxinos,
1995; Block et al., 1992), bleibt die retinale Blutversorgung über die Arteria ophthalmica
erhalten. Es kommt also nur zu einer Reduktion der retinalen Blutversorgung, nicht aber zu
einer kompletten Ischämie. Da das Gehirn unter 2VO nur einer transienten inkompletten
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Ischämie unterworfen wird, kann man die Ischämiezeit beliebig lange und variabel gestalten,
ohne das Überleben des Versuchstieres unter der Ischämie zu gefährden (Hunter et al., 1995).
Bei der 4VO-Methode werden die beiden Aa. vertebrales durch Elektrokoagulation
permanent verschlossen und 24h später die Aa. carotides communes für eine 10-30 minütige
Zeitspanne okkludiert (Pulsinelli et al., 1982; Block et al., 1992; Osborne et al., 1991). Man
erreicht eine Reduktion des zerebralen Blutflusses auf 0-18% (Pulsinelli et al., 1982). Im ERG
zeigt sich während der Ischämie eine komplette Suppression der b-Welle, die sich unter
Reperfusion wieder erholt und nach 30 Minuten wieder ihren Ausgangswert vor der Ischämie
erreicht. Die Amplitude der a-Welle zeigt unter ischämischen Bedingungen leichte
Veränderungen, die mit Einsetzen der Reperfusion verschwinden (Block und Schwarz, 1998).
Histologische Veränderungen lassen sich nicht beobachten (Osborne et al., 1991). Es kommt
zu einer Hochregulation von GFAP in den Müllerzellen nach sieben Tagen Reperfusion,
wobei sich die Immunreaktivität stärker und konstanter darstellt als nach 2VO (Osborne et al.,
1991).
Im Unterschied zur 2VO unterbindet man mit der 4VO die retinale Blutversorgung
komplett. Der Nachteil der Methode liegt an der unflexiblen Gestaltungsmöglichkeit der
Ischämiedauer, da die Versuchstiere nach 40 Minuten globaler Ischämie versterben (Pulsinelli
und Brierley, 1979).
2.3.2 Modelle retinaler Ischämie
Im Gegensatz zur 2VO und 4VO beeinflussen die anderen Modelle die
Blutversorgung des Gehirns nicht und erzeugen eine rein retinale Ischämie. Hier muss man
allerdings unterscheiden zwischen transienter (Erhöhung des intraokulären Druckes (HIOP),
Ligation des Sehnerven) und permanenter (Photothrombose) retinaler Ischämie.
Bei der Erhöhung des intraokulären Drucks über den arteriellen systolischen Druck
wird über eine Infusionsnadel Natriumchlorid in die vordere Augenkammer bis zu einem
Druck zwischen 110-160 mmHg eingebracht und damit die Ischämie induziert
(Ischämiedauer 30-90 Minuten) (Gupta und Marmor, 1993; Takakashi et al., 1992; Nayak et
al., 1993; Brunette et al., 1986). Die entstehenden neuronalen Schäden sind sehr stark von der
Dauer der Ischämie abhängig (Adachi et al., 1996). Die Reperfusion wird eingeleitet, indem
die Infusionsnadel aus der vorderen Augenkammer entfernt wird. Im ERG lässt sich sofort
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nach Erhöhung des intraokulären Druckes eine beginnende Verminderung der b-
Wellenamplitude beobachten, die sich bis zur völligen Suppression entwickelt (Osborne et al.,
1995; Larsen und Osborne, 1996; Veriac et al., 1993). Unter der Reperfusion kommt es
wieder zu einer Normalisierung der b-Welle (Gehlbach und Purple, 1994a; Veriac et al.,
1993). Das Ausmaß der Erholung ist abhängig von der Dauer der Ischämie. Bei einer
Ischämiedauer von 30-50 Minuten kommt es zu einer kompletten Erholung der b-Welle,
wohingegen eine Dauer von 90-120 Minuten mit einer inkompletten Erholung einher geht und
die b-Wellenamplitude nur 50% bzw. 10% ihres präischämischen Ausgangswertes erreicht
(Gehlbach und Purple, 1994a). Auch bei der HIOP kommt es unter der Ischämie zu einer
Hochregulation von GFAP in den Müllerzellen (Larsen und Osborne, 1996) gegenüber der
Kontrollseite. Immunhistochemisch erscheinen GFAP-positive Endfüße und distale
Zellkörper der Müllerzellen 1 Stunde nach Reperfusion. Danach kommt es zu einer
Immunreaktivitätszunahme bis zu 2 Wochen, gefolgt von einer Abnahme nach 4 Wochen
Reperfusion (Kim et al., 1998). Daneben lässt sich eine histologisch nachweisbare
Vergrößerung besonders der inneren Retinaschichten in Folge einer Ödembildung beobachten
(Osborne und Larson, 1996). Bei Ischämiezeiten über 60 Minuten kommt es darüber hinaus
noch zu morphologischen Schäden der inneren Retinaschichten, wie Ganglienzellschicht,
innere plexiforme Schicht und innere Körnerschicht (Büchi et al., 1991; Hughes 1991;
Shibuki et al., 1998). Dabei zeigen sich pyknotische Zellen, pigmentäre Degenerationen und
ein Zellverlust in den inneren Schichten. Ebenfalls lässt sich bei der HIOP auch eine
Beeinträchtigung der Ganglienzellschicht mit einer Reduktion der Ganglienzellenzahl
(Garcia-Valenzuela et al., 1995; Adachi et al., 1996) beobachten. Die HIOP-Methode stellt
eher ein Glaukommodell dar und imitiert nicht das klinische Erscheinungsbild einer retinalen
Ischämie, da sowohl die retinale als auch choroidale Blutzufuhr unterbrochen wird, was sich
klar von dem klinischen Zentralarterienverschluss unterscheidet (Hughes, 1991). Dies stellt
auch den Nachteil der HIOP-Methode dar, da neben der Ischämie auch der erhöhte Druck zu
einem neuronalen Schaden beitragen kann (Veriac et al., 1993; Peachey et al., 1993) und sich
beide Einflüsse ohne die Möglichkeit der Differenzierung in den Ergebnissen niederschlagen
können.
Bei dem Modell der retinalen Ischämie durch die Ligation des Nervus opticus wird ein
Faden um den Sehnerv gelegt und festgezogen. Dabei wird die Zentralarterie als auch die Aa.
ciliares posteriores verschlossen. Durch Entfernen des Fadens ist eine Reperfusion möglich
(Barnett und Osborne, 1995a,b). Im ERG ist die Amplitude der b-Welle während der
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Okklusion komplett supprimiert (Barnett und Osborne, 1995a,b; Osborne et al., 1995), die bei
Reperfusion je nach Länge der Ischämie wieder zunimmt (Barnett und Osborne, 1995a,b).
Dabei erholt sich die b-Welle nach Ischämiezeiten von 30-50 Minuten wieder komplett,
erreicht aber nach Zeiten von mehr als 90 Minuten höchstens 30% des präischämischen
Wertes (Gehlbach und Purple, 1994b). Eine 60 minütige Ligation des Sehnerven bewirkt eine
GFAP-Hochregulation nach 2 Tagen Reperfusion, mit einem GFAP-
Immunreaktivitätsmaximum nach sieben Tagen (Barnett, 1995). Histologische Studien zeigen
ein Ödem der inneren plexiformen Schicht mit Migration von neutrophilen Leukozyten in die
Retina (Szabo et al., 1991; Tsujikawa et al., 1998). In der inneren Körnerschicht können
pyknotische Kerne und Vakuolen, beobachtet werden (Szabo et al., 1991). Ebenfalls kommt
es in der Ganglienzellschicht zu einer neuronalen Degeneration (Otori et al., 1997). Diese
morphologischen Veränderungen werden aber erst nach einer Ischämiezeit von mehr als 60
Minuten beobachtet. Wie bei der Erhöhung des intraokulären Druckes kann man auch bei der
Ligation des Sehnerven eine unspezifische Schädigung der Nervenzellen durch den
angelegten Faden während der Ischämieerzeugung nicht ausschließen.
Watson et al. führten 1985 das Modell der Photothrombose ein. Dabei handelt es sich
um ein wenig-invasives Modell, bei dem der photosensible Farbstoff Rose Bengal intravenös
verabreicht wird. Um eine Ischämie zu induzieren, wird daraufhin das Auge mit Licht einer
spezifischen Wellenlänge bestrahlt. Dabei kommt es zu einer Reaktion zwischen dem Licht
und dem zirkulierenden Farbstoff, wobei freie Radikale entstehen, die eine
Plättchenaggregation und dadurch eine Thrombose in den kleinen retinalen Gefäßen
induzieren (Mosinger et al., 1991; Hunter et al., 1995). Es kommt zu einer Schwellung der
Dentriten der inneren als auch der äußeren plexiformen Schicht. Diese diffuse ödematöse
Schwellung führt dazu, dass die innere plexiforme Schicht mehr als doppelt so dick erscheint
wie die entsprechende Schicht der Kontrollseite. Es kommt zu Schwellungen der
zytoplasmatischen Komponenten mit pyknotischen Kernen in der inneren Körnerschicht und
der Ganglienzellschicht (Büchi et al., 1994; Büchi und Szczesny, 1996; Schmidt-Kastner und
Eysel, 1994; Mosinger und Olney, 1989). In der Ganglienzellschicht kommt es innerhalb von
3 Stunden zu einem ischämischen Zellschaden, nach einem Tag bildet sich eine Läsion, die
nach drei Wochen durch eine Narbenformation ersetzt wird (Schmidt-Kastner und Eysel,
1994). Die erzeugte Ischämie ist rein retinal, permanent und eine Reperfusion ist nicht
möglich.
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2.4 Elektroretinogramm (ERG)
Mit Hilfe des ERG ist es möglich, die elektrische Aktivität der Retina zu erfassen. Die
erste ERG-Ableitung wurde von Holmgren im Jahre 1865 (Granit, 1947) durchgeführt. Das
charakteristische Bild des ERG entsteht durch Ableitung elektrischer Potentiale nach einer
Lichtstimulation über der Kornea mit einer Referenzelektrode hinter dem Auge. Es stellt die
Summation von sich kurzzeitig überlappenden elektrischen Komponenten dar, die
unterschieden werden nach Amplitude, Latenzzeit und zellulärem Ursprung. Die einzelnen
Komponenten des ERG wurden durch Granit (Granit, 1933; Granit, 1947) beschrieben. Er
unterschied drei Komponenten: die initial negative PIII-Welle (in der heutigen Nomenklatur:
a-Welle), die früh transiente positive PII-Welle (b-Welle) und die spät transiente positive PI-
Welle (c-Welle) (siehe Abbildung 2).
Abbildung 2: Normales Elektroretinogramm
a-Welle: initial negativ, Ausdruck der Aktivität der Photorezeptoren
b-Welle: früh transient positiv, Aktivität der inneren Körnerschicht (Granit, 1947) und im Besonderen der
Müllerzellen (Miller und Dowling, 1970)
c-Welle: langes positives Potential, Aktivität des retinalen Pigmentepitheliums
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Granit unterteilte diese Komponenten nach ihrer Sensitivität gegenüber der Tiefe der
Ethernarkose (Granit, 1933). Die a-Welle ist die erste Komponente des ERG. Sie entspricht
der Dauer der Stimulation (Miller und Dowling, 1970). Schon Granit vermutete, dass die a-
Welle Ausdruck der Aktivität der Photorezeptoren ist (Granit, 1947). Dies konnte durch
intraretinales Ableiten des ERG bestätigt werden (Brown und Watanabe, 1962; Brown, 1968;
Brown et al., 1965; Bortoff, 1964). Die b-Welle als zweite Komponente des ERG stellt die
Aktivität der inneren Körnerschicht (Granit, 1947) und im Besonderen der Müllerzellen dar
(Miller und Dowling, 1970). Die elektrophysiologische Antwort der Müllerzellen auf eine
Lichtstimulation ist zurückzuführen auf einen Kaliumefflux, hervorgerufen durch die
Depolarisation der, den Photorezeptoren nachgeschalteten, ON-Bipolarzellen, in den
extrazellulären Raum der äußeren Körnerschicht (Gurevich und Slaughter, 1993). Diese Ionen
werden von den Müllerzellen aufgenommen und in den Glaskörper abgeleitet. Dabei
entstehen die elektrischen Potentiale, die für die Entstehung der b-Welle verantwortlich sind
(Kline et al., 1985; Karwoski et al., 1989). Die c-Welle ist die dritte Komponente des ERG.
Sie stellt ein langes positives Potential dar, welches durch das retinale Pigmentepithelium
hervorgerufen wird (Miller und Dowling, 1970). Die c-Welle stellt sowohl eine
Hyperpolarisation der apikalen Membran des Pigmentepithels als auch eine Hyperpolarisation
des distalen Anteils der Müllerzellen dar (Lurie und Marmor, 1980; Fujii et al., 1991).
Bereits 1933 beschrieb Granit ERG-Veränderungen nach Unterbindung der retinalen
Blutzufuhr. Er fand eine Reduktion der b-Wellenamplitude nach zweiminütiger Kompression
der Aa. carotides communes, die sich nach Entlastung wieder normalisierte (Granit, 1933).
Die b-Welle stellt also die gegenüber einer Ischämie anfälligste Komponente des ERG dar
(Fishman und Sokol, 1990). Dies konnte bereits beim Menschen (Coleman et al., 1990) und in
experimentellen Modellen sowohl in vivo (Brunette et al., 1986; Block et al., 1992; Barnett
und Osborne, 1995a) als auch in vitro (Zager und Ames, 1988) demonstriert werden. So bietet
die b-Welle die Möglichkeit, die elektrische Aktivität der Retina im Experiment vor, während
und nach der Ischämie zu messen. Die a-Welle wird normalerweise weniger durch
Veränderungen in der Blutversorgung beeinflusst. Während eine reduzierte retinale
Blutzufuhr keine Veränderung oder nur eine leichte Verminderung der a-Wellenamplitude mit
sich bringt (Block et al., 1992; Nayak et al., 1993), kann eine a-Wellensuppression nur durch
eine komplette Ischämie induziert werden (Gehlbach und Purple, 1994a). In verschiedenen
klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass es bei Patienten mit einem
Zentralarterienverschluss (Harnios und Brunette, 1985), mit Karotisstenosen und
Karotisverschlüssen (Brown und Magargal, 1988) zu einer Verkleinerung der b-
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Wellenamplitude kommt. Auch bei chronischer retinaler Ischämie reduziert sich die b-
Wellenamplitude (Ulrich, 1980). B-Wellenveränderungen sind auch bei Patienten mit
diabetischer Retinopathie, Hypertension und Zentralvenenverschluss zu erkennen (Fishman
und Sokol, 1990). Das ERG und im Besonderen die b-Wellenveränderungen stellen einen
guten elektrophysiologischen Parameter zur Unterscheidung zwischen ischämischen und
nicht-ischämischen retinalen Veränderungen dar (Hayreh et al., 1989).
2.5 Fragestellung
1. Führt die Fadenokklusionsmethode zu einer retinalen Ischämie?
Die Okklusion der Arteria cerebri media resultiert in einer fokalen zerebralen
Ischämie. Hierfür musste normalerweise eine Kraniektomie durchgeführt werden, um das
Gefäß dann mikrochirurgisch durch Ligation oder Koagulation zu verschließen (Coyle, 1982;
Tamura et al., 1981; Tyson et al., 1981). Dabei handelte es sich zumeist um permanente
fokale Ischämien. Um die damit verbundene operative Belastung und das Trauma für das
Versuchstier zu reduzieren und eine Erleichterung in der Erzeugung der zerebralen Ischämie
zu erreichen, entwickelten Koizumi et al. (1986) die intraluminale Fadenokklusionsmethode,
bei der ein Faden intraluminal bis zum Abgang der Arteria cerebri media vorgebracht wird
und dieses Gefäß so lange okkludiert wird, bis der Faden wieder entfernt wird. Die Vorteile
dieses Modells liegen (1) in der geringeren Invasivität des Eingriffs, (2) der leichteren
Festlegung der Ischämiedauer und (3) der Möglichkeit der Erzeugung einer transienten als
auch permanenten Ischämie. Die Methode der intraluminalen Fadenokklusionsmethode wurde
schon von vielen Forschungsgruppen eingesetzt (Longa et al., 1989; Memezawa et al., 1992;
Nagasawa und Kogure, 1989; Block et al., 1997) und gilt als etabliertes Operationsverfahren
zur Erforschung pathophysiologischer Zusammenhänge der fokalen zerebralen Ischämie, zur
Bewertung ischämieerzeugter Verhaltensstörungen und zur Erprobung neuroprotektiver
Substanzen (Hunter et al., 1995).
Bei der erzeugten fokalen zerebralen Ischämie kommt es in den betroffenen
Hirnregionen zu einer Reduktion der Blutversorgung um 90% und in den perifokalen
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ipsilateralen Strukturen um 75-80% im Vergleich zu der Kontrollseite (Memezawa et al.,
1992; Nagasawa et al., 1989).
Die Gefäßversorgung der Retina bei der Ratte besteht aus einem Netzwerk
anastomosierender arterieller Gefäße (Paxinos, 1995). Dieses Netzwerk umgibt den kaudalen
Pol des Auges und wird durch drei Gefäße gespeist. Als erstes ist hier die Arteria ophthalmica
interna zu nennen. Sie geht aus der medialen Wand der Arteria carotis interna hervor
(Paxinos, 1995). Als weiteres Gefäß bildet die Arteria trigemina einen Teil des
Gefäßnetzwerkes. Sie ist der erste intrakranielle Abgang der Arteria carotis interna. Der dritte
arterielle Zufluss kommt aus der Arteria ophthalmica externa, einem Ast der Arteria
pterygopalatina. Die Arteria pterygopalatina geht aus der Arteria carotis interna hervor (Hebel
und Stromberg, 1986). Sie teilt sich in einen Ramus inferior bzw. pterygoideus und einem
Ramus superior bzw. palatinus, der Orbita und Menningen versorgt (Paxinos, 1995; Hebel
und Stromberg, 1986; Greene, 1963). Der Ramus superior gibt die Arteria ophthalmica
externa zur Orbita ab. Die Blutversorgung der Retina des Auges wird in der Hauptsache durch
dieses Gefäß gewährleistet (Paxinos, 1995).
Verschließt man nun die Arteria carotis interna mit Hilfe der intraluminalen
Fadenokklusionsmethode und unterbindet gleichzeitig die retinale Blutzufuhr über die Arteria
pterygopalatina, so müsste es zu einer retinalen Ischämie kommen. Trifft dies zu, so steht ein
Modell zur Verfügung, welches eine retinale Ischämie erzeugt, bei der (1) die Ischämiezeiten
variabel bestimmt werden können, (2) eine Reperfusion möglich ist und (3) die ischämischen
Schäden, wie in der klinischen Situation auch, nur durch einen Verschluss des versorgenden
Gefäßes hervorgerufen werden.
2. Wie stellen sich die elektrophysiologischen, neuronalen und glialen
Veränderungen dar?
In den Versuchen sollen die, durch die intraluminalen Fadenokklusionsmethode
hervorgerufenen, elektrophysiologischen, neuronalen und glialen Veränderungen in der
Retina untersucht werden. Diese qualitativen und quantitativen Veränderungen sollen
einerseits, im Vergleich mit anderen Ischämiemodelle, zu dem Nachweis einer
Ischämieerzeugung und andererseits zur Beurteilung von Schwere und Ausprägung der
erzeugten Ischämie dienen.
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Bei dem Nachweis einer Ischämieerzeugung durch die intraluminale
Fadenokklusionsmethode sollen zusätzlich die, durch die Ischämie induzierte, entzündliche
Reaktion näher untersucht werden. Hierbei sollen neben der Aktivierung von Mikroglia auch
die Veränderungen der Zytokinsekretion, als auch die Art des neuronalen Zelluntergangs
(Nekrose oder durch Apoptose vermittelt) genauer untersucht werden.
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3. Material und Methoden
3.1 Tiere
Die Experimente wurden mit Genehmigung der Tierversuchskommission des
Regierungspräsidiums Köln und unter Aufsicht des zuständigen Veterinäramtes Aachen
durchgeführt. In diesen Versuchen wurden 220-270g schwere Spraque-Dawley-Ratten (Han:
SPRD) aus dem Institut für Versuchstierzucht Hannover benutzt, die im Institut für
Versuchstierkunde der RWTH Aachen unter SPF-Bedingungen gezüchtet und aufgezogen
wurden.
Die Haltung der Tiere während des Experimentes erfolgte unter konventionellem
Keimstatus in Makrolon-Käfigen Typ 3 mit entstaubten Weichholzfasern als Einstreu. Bei
einer konstanten Temperatur von 20±2°C, einer konstanten Luftfeuchte von 60 ±10% und 12
Stunden Hell-/ 12 Stunden Dunkelrhythmus hatten die Tiere freien Zugang zu Futter
(Alleinfutter für Ratte und Maus; RM 204 der Fa. Eggersmann, Rinteln, Deutschland) und
Wasser (durch zweifaches Ozonieren und Ansäuern auf pH 4-5 keimfrei gemachtes Wasser in
Makrolon-Trinkflaschen).
3.2 Operationsverfahren
Bei den Tieren wurde die intraluminalen Fadenokklusionsmethode angewandt (Longa
et al., 1989). Unter Vollnarkose (Inhalation von Halothan (2%) in einem Sauerstoff (30%) –
Lachgasgemisch (70%)) wurde ein ca. 2 cm langer Hautschnitt an der ventralen Seite des
Halses angebracht und die rechte Arteria carotis communis und die rechte Arteria carotis
externa freipräpariert. Der kaudale Anteil der Arteria carotis communis, die Arteria carotis
externa als auch die Arteria pterygopalatina wurden durch einen 4-0 Faden verschlossen
(siehe Abbildung 3A). Daraufhin wurde ein 45mm langer, an seiner Spitze durch
Hitzeeinwirkung abgerundeter und mit Poly-L-Lysin vorbehandelter (Behandlung mit Poly-L-
Lysin und anschließender Inkubation bei 60°C für 60 Minuten (Belayev et al., 1995)) 4-0
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Monofilament Polypropylen Faden (4-0 (1,5 metric) SH 90 cm Prolene® blau der Firma
Ethicon, Norderstedt, Deutschland) über einen Katheter (30mm lang) nach Arteriotomie in die
rechte Arteria carotis communis eingeführt (siehe Abbildung 3B). Durch leichten Druck
wurde dann der Faden in die Arteria carotis interna bis zu einem ca. 17mm distal der
Karotisbifurkation gelegenen Punkt vorgeschoben. Dabei zeigte ein leichter Widerstand das
Eintreten des Fadens in die Arteria cerebri anterior und damit den Verschluss des Abgangs
der Arteria cerebri media an (siehe Abbildung 3C).
Abbildung 3: Schematische Darstellung der Arteria carotis communis und ihrer
Äste bei der Ratte und die Durchführung der intraluminalen
Fadenokklusion
A: CCA: A. carotis communis, ECA: A. carotis externa, ACA: A. cerebri anterior, PPA: A. pterygopalatina,
      PCOM: A. communicans posterior, MCA: A. cerebi media.
B: Einführung des Okklusionsfadens mit Hilfe eines Führungskatheters.
C: Okklusion der A.cerebri media durch Vorschieben des Katheters. (Memezawa 1992)
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Anschließend wurde das Operationsgebiet durch eine Hautnaht verschlossen. Während
der Operation wurde die Körpertemperatur des Tieres mit Hilfe einer Wärmeplatte auf 37°C
konstant gehalten (kontrolliert durch einen rektal eingeführten Temperaturmesser). In der
Ischämiezeit wurden die Tiere unter einem Infrarotstrahler (150 Watt) aufbewahrt und einer
regelmäßigen Temperaturkontrolle im Muskulus temporalis unterzogen. Um eine Reperfusion
zu ermöglichen wurde nach drei Stunden der Katheter zusammen mit dem 4-0 Faden entfernt.
Die Arteria carotis communis wurde kaudal der Arteriotomie ligiert und die Arteria
pterygopalatina durch Entfernen des 4-0 Fadens wieder eröffnet. Schließlich wurde die
Halswunde mit Hilfe einer Hautnaht verschlossen.
3.3 Ableiten des Elektroretinogramms (ERG)
Das Elektroretinogramm (ERG) wurde jeweils unter Vollnarkose mit 2% Halothan in
einem Gasgemisch aus 30% Sauerstoff und 70% Lachgas abgeleitet. Die Tiere wurden  vor
der Operation 30 Minuten dunkeladaptiert. Das unter Punkt 3.2 beschriebene
Operationsverfahren wurde unter schwachem Rotlicht durchgeführt. Die Kornea wurde mit
0.5% Tetracain anästhesiert und die Pupille mit 1% Atropinsulfat maximal erweitert. Zum
Ableiten des ERGs wurde eine Platindrahtschlinge auf der Kornea plaziert und fungierte als
Ableitelektrode. Des weiteren wurden eine Referenzelektrode mit der Zunge und eine
Erdungselektrode mit dem Ohr verbunden (Block et al., 1997; Fox, 1988). Am rechten Auge
wurde die intraluminale Fadenokklusion vorgenommen, wohingegen das linke Auge als
Kontrolle diente. Ein 0,5 m vor dem Tier positioniertes Stroboskob stimulierte das Auge mit
einer Frequenz von 0,5 Hz und die entstehenden Potentiale wurden über die Ableitelektrode
abgegriffen. Zehn fortlaufende Reizantworten wurden mit Hilfe eines 1902 signal
conditioner/1401 laboratory interface (CED, Cambridge, Großbritannien) verstärkt und PC
gesteuert gemittelt. Die ERG-Ableitung erfolgte vor und während der Ischämiezeit und zu den
Zeitpunkten 1, 6, 24, 48 Stunden nach Beginn der Reperfusion. Die Tiere wurde nach der
letzten ERG-Ableitung getötet und der histologischen Gewebeaufarbeitung zugeführt (siehe
Abschnitt 3.4.1 und 3.4.2).
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3.4 Histologische und immunhistochemische Gewebeaufarbeitung
3.4.1 Gewebegewinnung
Zur morphologischen Gewebeaufarbeitung wurden die Tiere dem in Abschnitt 3.2
beschriebenen Operationsverfahren unterzogen und zu den Zeitpunkten 6 Stunden (h), 1, 3, 7
und 14 Tagen (d) nach Reperfusion in Finalnarkose transkardial perfundiert. Zu diesem
Zweck erhielten die Tiere eine intraperitoneale Barbituratüberdosis. Nach Einsetzen der
Atemlähmung und nach Überprüfung der nicht mehr vorhandenen Schmerzreize wurden
Abdomen und Thorax der Tiere eröffnet. Die Aorta descendens wurde abgeklemmt und
daraufhin ein Venofix® (Braun, Melsungen, Deutschland)
 
in den linken Ventrikel eingeführt.
Nach Eröffnung des rechten Herzohres wurde mit 50 ml Natriumchloridlösung und
anschließend mit 50 ml 2%  Paraformaldehyd in 0,1 M phosphatgepufferter Kochsalzlösung
(Phosphate Buffered Saline/PBS-Lösung (pH 7,4)) perfundiert. Die Augäpfel wurden
entnommen, eröffnet und die Retinae herauspräpariert. Nach 15 min Postfixation in  2%
Paraformaldehyd in 0,1 M PBS-Lösung (pH 7,4) wurden die Retinae in zwei Hälften geteilt
und einer histologischen (in Paraplast eingebettet) als auch immunhistochemischen (als
Kryopräparate) Aufarbeitung zugeführt.
3.4.2 Histologische Aufarbeitung
Die für die histologische Aufarbeitung vorgesehenen Retinahälften wurde nach der oben
unter 3.4.1 beschriebenen Postfixation über Nacht  (12h) in einer Lösung bestehen aus 50%
0,1 M PBS-Lösung mit 2% Paraformaldehyd bei pH 7,4 und 50% 0,5 % Glutaraldehydlösung
zusätzlich fixiert. Mit Hilfe des Gewebeentwässerungs- und Einbettautomaten TISSUE-TEP®
VIP (Vogel, Giessen, Deutschland) wurde daraufhin das Gewebe entwässert und in
Paraplast® (Sherwood, St. Louis, USA) eingelegt. Die Entwässerung erfolgte unter Druck in
einem geschlossenen Vakuumsystem bei 40°C und nach einem standardisiertem Protokoll
(2% Formalin ½ h, 2x 70% Alkohol 1 h, 2x 96% Alkohol 1 h, 3x 100% Alkohol 1h, 2x Xylol
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1h) mit anschließender Paraplast®-Durchtränkung unter Druck bei 60°C (4x Paraplast® 45
min). Hiernach wurde unter Zuhilfenahme des Paraffinausgießsystems Histocenter 2
(Shandon, USA) das Gewebe in Paraplast® bei 64°C eingebettet. Darauffolgend wurden mit
dem Jung RM 2035 Microtom (Leica, Nussloch, Deutschland) 3µm dicke Gewebeschnitte
angefertigt, die nach einer  Verweildauer von ca. 1 min in einem auf 35°C vorgeheiztem
Medax-Wasserbad (Nagel, Kiel, Deutschland), auf Poly-L-Lysin (Sigma, St. Louis, USA)
beschichtete Objektträger (Süsse, Gudensberg, Deutschland) aufgezogen wurden.
Um eine konventionelle Histologie zu erstellen wurden die Gewebeschnitte einer
Kresylviolettfärbung (Nissl-Färbung) unterzogen. Dabei wurden die Schnitte zunächst in
Xylol (3x 7,5 min) entparaffiniert und anschließend mit einer absteigenden Alkoholreihe (2x
3 min 100% Alkohol, 2 min 96% Alkohol, 4,5 min 70% Alkohol, 5 min Aqua dest.)
behandelt. Nachdem die Schnitte 12 min in gepufferter Kresylviolettlösung (5g Kresylviolett
(Chroma-Gesellschaft, Köngen, Deutschland) gelöst in einem Gemisch aus 5,44g
Natriumacetat/200ml Aqua dest. und 9,6 ml Eisessig/800ml Aqua dest.) gefärbt wurden,
diente eine aufsteigende Alkoholreihe (jeweils einige Sekunden in 70%, 80%, 96% Alkohol,
2x 3 min 100% Alkohol und 3x 5 min Xylol) zum Differenzieren der Schnitte. Die Schnitte
wurden in dem Eindeckmittel DPX Mountant for histology (Fluka, Buchs, Deutschland)
eingedeckt und mit Deckgläsern (Menzel-Gläser, Deutschland) bedeckt.
3.4.3 Immunhistochemische Aufarbeitung
Die für die immunhistochemische Aufarbeitung vorgesehenen Retinahälften wurden nach
der oben unter 3.4.1 beschriebenen Postfixation über Nacht (12h) in einer Lösung bestehend
aus 30% Succrose und 0,4% Paraformaldehyd in 0,1 M PBS-Lösung bei pH 7,4 und einer
Temperatur von  4°C kryoprotektiert. Mit tiefgekühltem (-80°C) Isopentan wurden die
Gewebeproben schockgefroren und bei –20°C mit dem Cryostaten CM 3050  (Leica,
Nussloch, Deutschland) 20µm dicke Gewebeschnitte angefertigt. Die Retinaschnitte wurden
daraufhin auf gelatinebeschichtete Objektträger aufgezogen und den jeweiligen
immunhistochemischen Färbungen unterzogen.
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3.4.4 Immunhistochemische Färbungen
Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP), CD 11b/clone (OX-42), Interleukin 1 (IL1),
Tumor Necrosis Factor  (TNF) und Interleukin 6 (IL6)
Die Retinaschnitte wurden zum Blocken der im Gewebe enthaltenen endogenen
Peroxidasen mit 3% H2O2 in einer Methanol/0,1 M PBS-Lösung (50:50) behandelt. Nach
Waschung in 0,1 M PBS für 15 min wurden die Schnitte 10 min in Normalserum (GFAP: 10
% Goat Normal Serum; OX42, IL1, IL 6, TNF: 10 % Horse Normal Serum) in 0,1 M PBS
mit 0,5% Triton X-100 inkubiert, um Kreuzreaktionen des Primärantikörpers zu minimieren.
Daraufhin wurde das Gewebe über Nacht bei 4°C mit Rabbit anti-GFAP (1:1000), mono-
clonal mouse anti-Rat CD 11b/clone OX-42 (1:1000), anti-Rat IL1 (1:66,67), anti-Rat IL6
(1:250), anti-Rat TNF (1:66,67) in gepufferter PBS-Lösung mit 0,5% Trition X-100 und 1%
Horse Normal Serum (Il1, TNF, OX 42) oder 1% Goat Normal Serum (GFAP, IL6) inku-
biert. Nach Entfernung des überschüssigen Primärantikörpers durch 15 min Waschen in 0,1 M
gepufferter PBS-Lösung, wurden die Schnitte mit Hilfe des Sekundärantikörpers (GFAP:
Anti-Rabbit IgG biotinylated 1:500 für 2h bei Raumtemperatur, OX 42: Anti-Mouse Rat
absorbded 1:250 und 2% Rat Normal Serum für 1h bei Raumtemperatur, IL1: Horse-Anti
Goat und 2% Rat Normal Serum und 1% Horse Normal Serum für 1h bei Raumtemperatur,
TNF: Horse-Anti Goat und 2% Rat Normal Serum und 1% Horse Normal Serum für 1h bei
Raumtemperatur, IL6: Goat-Anti-Rabbit und 2% Rat Normal Serum und 1% Goat Normal
Serum für 1h bei Raumtemperatur) in 0,1 M gepufferter PBS-Lösung und dem Avidin-bio-
tinylated horseradish peroxidase complex (ABC-Kit; Vector, Serva, Heidelberg, Deutschland)
(IL1, TNF, IL6: 1h bei Raumtemperatur; GFAP, OX 42: 30 min bei Raumtemperatur) ent-
wickelt. Um die Peroxidase zu visualisieren wurde 0,05% Diaminobenzidin und 0,2% H2O2
(GFAP: 0,02% H2O2) benutzt. Daraufhin wurden die Schnitte durch eine aufsteigende
Alkoholreihe und XEM-300 dehydriert und mit Hife von XEM-Mounting eingedeckelt. Im
Gegensatz zu den glialen Markern (GFAP, OX42), wurden bei den Interleukinen (TNF, IL6,
IL1) nur die frühen Zeitpunkte (6h, 1d) gefärbt, da es besonders hier zu Zytokinverände-
rungen kommt (siehe Abschnitt 2.2). Um die immunhistochemische Färbung beurteilen zu
können, wurde jeweils eine Negativkontrolle mit bearbeitet. Bei dieser Negativkontrolle
wurde die jeweilige Primärantikörperlösung durch 0,1 M gepufferte PBS-Lösung ersetzt, alle
anderen oben dargestellten Arbeitsschritte blieben bestehen. Bei allen durchgeführten
immunhistochemischen Färbungen zeigte sich bei den Neagtivkontrollen keine Anfärbung.
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3.4.5 TdT-mediated dUTP-biotin Nick End Labelling (TUNEL)
Das Retinagewebe wurde für eine Dauer von 10 min mit 3% H2O2 in einer Methanol/ 0,1
M PBS-Lösung (50:50) behandelt um die endogene Peroxidaseaktivität zu blocken. Nach
Waschen in 0,1 M gepufferter PBS-Lösung für 15 min wurde das Gewebe für 2 min in eine
0,1% Natriumcitratlösung mit 0,1% Triton X-300 überführt. Nach einer weiteren Waschung
in PBS für 15 min wurden die Schnitte 60 min bei 37°C mit Terminaler Desoxynucleotidyl
Transferase (TdT; Boehringer, Mannheim, Deutschland) und einem Nucleotidgemisch (UTP-
biotin; Boehringer, Mannheim, Deutschland) inkubiert (Negativkontrolle wurde nur mit
Nucleotidgemisch inkubiert). Die Reaktion wurde durch nochmaliges Waschen in PBS für 15
min gestoppt und die Schnitte für weitere 30 min bei 37°C mit dem Converter POD (anti-
fluorescein Antikörper mit Horse-Radish- Peroxidase (POD)) inkubiert. Um die Reaktion
sichtbar zu machen, wurde nach einem weiteren Waschvorgang in PBS für 15 min, 0,05%
Diaminobenzidin und 0,2% H2O2 genutzt. Die Schnitte wurden in einer aufsteigenden
Alkoholreihe und XEM-300 dehydriert und mit XEM-Mounting eingedeckelt. Untersucht
wurden nur die Zeitpunkte 7 und 14 Tage nach Reperfusion, da es besonders hier mit dem
Auftreten von TUNEL-positiven Zellen zu rechnen ist (siehe Abschnitt 2.2).
3.5 Auswertung
3.5.1 Auswertung des Elektroretinogramms
Die Amplituden  und Latenzzeiten der a- und b-Welle wurden gemessen. Die  Amplitude
der a-Welle wurde bestimmt  von  der Nullinie des ERG bis zu dem Scheitelpunkt der a-
Wellen-Antwort (gemessen in Millivolt) und die Amplitude der b-Welle von dem
Scheitelpunkt der a-Wellen-Antwort bis zu dem Scheitelpunkt der b-Wellen-Antwort
(gemessen in Millivolt). Die Latenzzeit wurde definiert als der Zeitraum zwischen
Lichtstimulation und Scheitelpunkt der jeweiligen Amplitudenantworten (gemessen in
Millisekunden) (siehe Abbildung 4). Die während der Ischämie- und der Reperfusionszeit
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erhaltenen Daten wurden als Prozentsatz der entsprechenden präischämischen Werte
dargestellt. Zu der statistischen Auswertung wurden die erhaltenen Daten des ischämischen
Auges mit den Daten des Kontrollauges mit Hilfe des Student-t-Test verglichen.
Abbildung 4: Bestimmung der Amplitude und Latenzzeiten von a- unb b-Welle
3.5.2 Histologische Auswertung
Die histologischen Schnitte wurden auf qualitative als auch quantitative Veränderungen
hin untersucht. Hierzu wurden die Schnitte unter dem Mikroskop in einer Blindstudie
untersucht, d.h. der Untersucher hatte keine Kenntnis über die Seitenlokalisation des Auges,
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das Vorliegen einer Ischämie oder den genauen Zeitpunkt der Reperfusion. Die mit
Kresylviolett gefärbten Schnitte wurden bei einer 25 bis 400fachen Vergrößerung auf
qualitative Veränderungen untersucht. Zur quantitativen Untersuchung wurde die Dicke der
einzelnen Retinaschichten mit Hilfe des Bildanalyseprogramms ipplus 2.0 (drei Messungen an
verschiedenen Stellen einer Retina) bestimmt. Dabei wurde die Dicke der inneren
Körnerschicht (inner nuclear layer, INL) und der inneren plexiformen Schicht (inner
plexiform layer, IPL) ausgemessen (siehe Abbildung 5). Ebenfalls wurde die Anzahl der
Ganglienzellen innerhalb einer 200µm langen Strecke (Hughes 1991, siehe Abbildung 5) mit
Hilfe des Zeiss-Axioplan Mikroskop bei einer 400fachen Vergrößerung ausgezählt (drei
Zählungen an verschiedenen Stellen einer Retina) und die erhaltenen Ergebnisse mit Hilfe des
Student-t-Test auf ihre Signifikanz hin untersucht.
Abbildung 5: Bestimmung der Schichtdicken von innerer plexiformer Schicht
(IPL) und innerer Körnerschicht (INL); Ganglienzellzahlbe-
stimmung innerhalb einer 200µm langen Strecke
Quantitative Untersuchung der Dicke der einzelnen Retinaschichten mit Hilfe des
Bildanalyseprogramms ipplus 2.0: Ausmessung der Dicke der inneren Körnerschicht (inner nuclear
layer, INL) und der inneren plexiformen Schicht (inner plexiform layer, IPL). Bestimmung der
Ganglienzellanzahl innerhalb einer 200µm langen Strecke.
Schichten der Retina: GCL: Ganglienzellschicht, IPL: innere plexiforme Schicht, INL: innere
Körnerschicht, OPL: äußere plexiforme Schicht, ONL: äußere Körnerschicht, PR: Photorezeptoren.
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3.5.3 Immunhistochemische Auswertung
Die Immunreaktivität der einzelnen immunhistochemischen Färbungen und der TUNEL-
Färbung der ischämischen Retinaschnitte wurden unter einem Mikroskop bei einer 400fachen
Vergrößerung semiquantitativ innerhalb einer Blindstudie (siehe histologische Auswertung)
mit der Kontrollseite verglichen. Dabei wurde eine auf die Ganglienzellschicht begrenzte
GFAP-Immunreaktivität eine 0 zugeordnet. Stellte sich die Immunreaktivität entlang
einzelner Müllerzellen in der gesamten Retina dar, wurde ein +, bei mehreren Müllerzellen
und stärkerer Intensität ein ++ zugeordnet. Bei der Beurteilung der Immunreaktivität der
OX42-Färbung wurde eine 0 für das Vorhandensein einzelner, ramifizierter Mikrogliazellen
in der IPL vergeben. Ein + wurde vergeben bei einer Steigerung der Mikrogliazahl in der IPL
und einer Zunahme an nicht ramifizierten Zellen. ++ wurde zugeordnet, wenn die OX42-
Immunreaktivität auch in anderen Retinaschichten zu erkennen war. Bei der Zytokin-
Immunhistochemie und TUNEL-Färbung wurden die Schnitte nur qualitativ, mikroskopisch
verglichen.
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4. Ergebnisse
4.1 Elektroretinogramm (ERG)
Die ERG–Aufzeichnungen vor Induktion der Ischämie ergaben gleiche Resultate für
die Amplitude (48,6  6,3 µV, Kontrollauge; 48,4  8,8 µV, ischämisches Auge) als auch für
die Latenzzeit (18,2  2,7 ms, Kontrollauge; 16,2  1,8 ms, ischämisches Auge) der a-Welle
beider Augen. Ebenfalls waren keine Unterschiede in Bezug auf Amplitude (287,8  44,1 µV,
Kontrollauge; 238,8  13,9 µV, ischämisches Auge) und Latenzzeit (32,3  1,2 ms,
Kontrollauge; 30,9  0,9 ms, ischämisches Auge) der b-Welle präischamisch zu beobachten
(siehe Abbildung 6A; 7A, B). Nachdem die Blutgefäße, die die Retina versorgen, mit Hilfe
der intraluminalen Fadenokklusionsmethode verschlossen wurden, kam es in der ERG-
Ableitung zu einer Suppression der a- als auch der b-Welle (P<0,01 gegenüber der
Kontrollseite; siehe Abbildung 6B und 7A, B).
Abbildung 6: ERG-Ableitungen unter der intraluminalen Fadenokklusion
Elektroretinogramm vor (A), während (B) und nach Durchführung der intraluminalen Fadenokklu-
ionsmethode (C). Durchschnitt von 10 fortlaufenden Reizantworten auf eine 0,5 Hz Stimulation.
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Abbildung 7: Effekte der intraluminalen Fadenokklusionsmethode auf die
Amplitude der a-Welle (A) und b-Welle (B) des ERG
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Abbildung 7B: Effekte der intraluminalen Fadenokklusionsmethode auf die Amplitude der b-Welle
des ERG. Die Amplituden sind als Prozentsatz der entsprechenden Präokklusionswerte darge-stellt.
Weiße Säulen, Kontrollauge; schwarze Säulen, ischämisches Auge. Signifikanzen: *P<0,01; #P<0,05 im
Vergleich zu der Kontrolle (Student´s t-Test). Prä, vor Okklusion; isch, Ischämie; 1h, 6h, 24h, 48h,
Zeitpunkte der Reperfusion. h=Stunden.
Abbildung 7A: Effekte der intraluminalen Fadenokklusionsmethode auf die Amplitude der a-Welle
des ERG. Die Amplituden sind als Prozentsatz der entsprechenden Präokklusionswerte dargestellt.
Weiße Säulen, Kontrollauge; schwarze Säulen, ischämisches Auge. Signifikanzen: *P<0,01; #P<0,05
im Vergleich zu der Kontrolle (Student´s t-Test). Prä, vor Okklusion; isch, Ischämie; 1h, 6h, 24h,
48h, Zeitpunkte der Reperfusion. h=Stunden.
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Abbildung 8: Effekte der intraluminalen Fadenokklusionsmethode auf die
Latenzzeit der b-Welle des ERG
Nach der Wiederherstellung der retinalen Perfusion durch Entfernen des Fadens,
erholte sich die a-Welle komplett (siehe Abbildung 7A), wohingegen die b-Welle nur 50%
ihres Ausgangswertes erreichte (P<0,05 gegenüber der Kontrollseite; siehe Abbildung 6C,
7B). Nach einer Reperfusionszeit von 48 h, hatte sich die Amplitude der b-Welle immer noch
nicht wieder erholt und persistierte bei einem Wert, der 50% des Ausgangswertes betrug
(P<0,05 gegenüber der Kontrollseite; siehe Abbildung 6C, 7B). Darüber hinaus verlängerte
sich die Latenzzeit der b-Welle während der Ischämiezeit und blieb auch in der
Reperfusionszeit verlängert (siehe Abbildung 8).
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Die Latenzzeiten sind als Prozentsatz der entsprechenden Präokklusionswerte dargestellt. Weiße Säulen,
Kontrollauge; schwarze Säulen, ischämisches Auge. Signifikanzen: #P<0,05 im Vergleich zu der
Kontrolle (Student´s t-Test). Prä, vor Okklusion; isch, Ischämie; 1h, 6h, 24h, 48h, Zeitpunkte der
Reperfusion. h=Stunden.
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4.2 Immunhistochemie
4.2.1 Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP)
In den Kontrollretinae zeigt sich lediglich eine Immunreaktivität in der
Ganglienzellschicht, die in den Endfüßen der Müllerzellen lokalisiert ist (siehe Abbildung
9A). Betrachtet man die ischämischen Retinae, so lässt sich eine GFAP-
Immunreaktivitätszunahme beschreiben, die in allen Schichten der Retina entlang der
Müllerzellen besteht. 6 Stunden nach Beginn der Reperfusion kann man eine GFAP-
Immunreaktivitätszunahme als auch eine Zunahme der angefärbten Zellen erkennen (siehe
Abbildung 9B). 1 Tag nach Reperfusionsbeginn steigen Zellzahl und Intensität weiter an
(siehe Abbildung 9C). 3 Tage nach Ischämieende erreichen sowohl die Intensität als auch die
Anzahl der GFAP-positiven Müllerzellen ihren maximalen Wert (siehe Abbildung 9D;
Tabelle 2), um dann nach 7 und 14 Tagen wieder leicht abzunehmen (siehe Abbildung 9E, F).
Doch verbleiben Intensität als auch Anzahl auf einem höheren Niveau als die GFAP-
Immunreaktivität der Kontrollretinae (siehe Tabelle 2).
Tabelle 2: Beurteilung der GFAP-Immunreaktivität
GFAP
Kontrolle 6h 1d 3d 7d 14d
0 0 0 ++ + 0
0 + + ++ + +
0 0 + + 0 +
0 + + + +
O: eine auf die Ganglienzellschicht begrenzte GFAP-Immunreaktivität
+: Immunreaktivität entlang einzelner Müllerzellen in der gesamten Retina
++: Immunreaktivität entlang mehrerer Müllerzellen und stärkere Intensität
h=Stunden, d=Tage.
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Abbildung 9: Lokalisation der GFAP-Immunreaktivität
Kontrollseite (A), nach 6h (B), 1d (C), 3d (D), 7d (E) und 14 d (F) Reperfusionszeit nach Induktion der
retinalen Ischämie durch die intraluminale Fadenokklusionsmethode. h=Stunden, d=Tage.
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4.2.2 Mikroglia
Die retinale Mikroglia wurde mit dem CD 11b/clone OX-42-Marker (OX42)
dargestellt. In den Kontrollretinae konnten einzelne ramifizierte Mikrogliazellen mit dünnen,
verästelten Fortsetzten in der Ganglienzellschicht und der inneren plexiformen Schicht (IPL)
beobachtet werden (siehe Abbildung 10A). Nach 180 Minuten der intraluminalen
Fadenokklusion und 6 Stunden bzw. 1 Tag nach Reperfusion zeigte sich eine Steigerung der
OX42-positiven Zellen in den inneren Schichten der Retina, besonders aber in der
Ganglienzellschicht (siehe Abbildung 10B, C). 3 Tage nach Reperfusionsbeginn konnte ein
Maximum der OX42-Immunreaktivität beobachtet werden (siehe Tabelle 3). Dabei zeigten
sich auch OX42-positive Zellen in der äußeren plexiformen Schicht (OPL) und in der Nähe
der Photorezeptoren. Des weiteren stellten sich die Zellen in einer weniger ramifizierten Form
dar (siehe Abbildung 10D). Im weiteren Zeitverlauf (7 Tage und 14 Tage) reduzierte sich die
OX42-Immunreaktivität, behielt aber ein leicht erhöhtes Niveau in Bezug auf Intensität als
auch Anzahl der OX42-positiven Zellen als die Kontrollretinae (Abbildung 10E, F; Tabelle
3).
Tabelle 3: Beurteilung der OX42-Immunreaktivität
OX42
Kontrolle 6h 1d 3d 7d 14d
0 + 0 ++ + 0
0 + + ++ 0 +
0 0 + + + +
0 + + + +
0: bei Vorhandensein einzelner, ramifizierter Mikrogliazellen in der inner plexiform
layer (IPL)
+: Steigerung der Mikrogliazahl in der inneren plexiformen Schicht (IPL) und Zunahme
an nicht ramifizierten Zellen
++: Immunreaktivität auch in anderen Retinaschichten
h=Stunden, d=Tage.
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Abbildung 10: Lokalisation der OX42-Immunreaktivität
Kontrollseite (A), nach 6h (B), 1d (C), 3d (D), 7d (E) und 14 d (F) Reperfusionszeit nach Induktion der
retinalen Ischämie durch die intraluminale Fadenokklusionsmethode. h=Stunden, d=Tage.
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4.2.3 Zytokine
Bei der IL1-Immunhistochemie zeigte sich auf der Kontrollseite eine diffuse
Anfärbung der Ganglienzellschicht, der inneren plexiformen Schicht, der äußeren plexiformen
Schicht und des inneren Anteils der Photorezeptoren (siehe Abbildung 11A). Es ließen sich
jedoch keine angefärbten Einzelzellen beobachten. In der inneren Körnerschicht wurde der
Zwischenraum ebenfalls IL1-positiv markiert. Betrachtet man die IL1-Immunhistochemie
nach 6 Stunden bzw. 1 Tag Reperfusionszeit, so lässt sich eher eine Verminderung der
Immunreaktivität feststellen (siehe Abbildung 11B, C). Sowohl die innere plexiforme Schicht
als auch die äußere plexiforme Schicht zeigten eine Abnahme in der Intensität der Färbung.
Auch nach 6 Stunden bzw. 1 Tag Reperfusion konnte keine spezifische Anfärbung von
Einzelzellen beobachtet werden.
Abbildung 11: Lokalisation der IL1-Immunreaktivität
Kontrollseite (A), nach 6h (B) und 1d (C) Reperfusionszeit nach Induktion der retinalen Ischämie
durch die intraluminale Fadenokklusionsmethode. h=Stunden, d=Tage.
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Wie bei der IL1-Immunhistochemie zeigte sich auch bei der TNF-
Immunhistochemie eine diffuse Anfärbung der Ganglienzellschicht, der inneren plexiformen
Schicht, der äußeren plexiformen Schicht und des inneren Segments der Photorezeptoren.
Aber auch bei der Markierung von TNF konnte zu keinem Zeitpunkt eine spezifische
Färbung von Einzelzellen beobachtet werden (siehe Abbildung 12A, B, C).
Abbildung 12: Lokalisation der TNF-Immunreaktivität
Bei der IL6-Immunhistochemie zeigt sich bei der Kontrollretina ein ähnliches
Anfärbeverhalten, wie bei der IL1- und TNF-Immunhistochemie (siehe Abbildung 13A).
Dieses Bild der diffusen Markierung der Ganglienzellschicht, inneren plexiformen Schicht
und äußeren plexiformen Schicht lässt sich noch nach 6 Stunden Reperfusionszeit (siehe
Abbildung 13B), nicht aber nach einer Reperfusionszeit von einem Tag beobachten. Hier
zeigt sich eine sehr geringe Immunreaktivität in der Ganglienzellschicht und der äußeren
plexiformen Schicht (siehe Abbildung 13C).
Kontrollseite (A), nach 6h (B) und 1d (C) Reperfusionszeit nach Induktion der retinalen Ischämie
durch die intraluminale Fadenokklusionsmethode. h=Stunden, d=Tage.
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Abbildung 13: Lokalisation der IL6-Immunreaktivität
Kontrollseite (A), nach 6h (B) und 1d (C) Reperfusionszeit nach Induktion der retinalen Ischämie
durch die intraluminale Fadenokklusionsmethode. h=Stunden, d=Tage.
A
C
B
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4.3 Histologie
4.3.1 Schichtdicken
Nach lichtmikroskopischer Untersuchung der mit Kresylviolett gefärbten
Paraffinschnitte der Retinae konnten keine sichtbaren neuronalen Schäden und  keine
signifikanten Unterschiede (Students-t-Test) in den Schichtdicken der inneren
Retinaschichten beobachtet werden (siehe Abbildung 15). Es konnten lichtmikroskopisch
keine geschwollene Zellkörper, Vakuolen, nukleäre Pyknosen oder Nekrosen in den
Körnerschichten gefunden werden. Eingewanderte Entzündungszellen konnten in der inneren
plexiformen Schicht nicht nachgewiesen werden.
Die Schichtdicke der inneren Körnerschicht (inner nuclear layer, INL) betrug 6
Stunden nach Reperfusion 18,78  2,42 µm auf der Kontrollseite und 21,51  1,19 µm auf der
ischämischen Seite. Nach einem Tag wies die Kontrollretina eine INL-Dicke von 14,43 
3,17 µm und die INL-Dicke der ischämischen Retina 15,68  3,2 µm auf. Diese
Dickenverhältnisse veränderten sich im weiteren Zeitverlauf nicht, so dass die INL-Dicke 14
Tage nach Reperfusionsbeginn 13,2  2,26 µm auf der Kontrollseite und 17,43  4,21 µm auf
der ischämischen Seite betrug (siehe Abbildung 14A).
Die Dickenverhältnisse der inneren plexiformen Schicht (inner plexiform layer, IPL)
verhielten sich ähnlich (6 h: 30,36  1,19 µm, Kontrollseite; 30,02  3,15 µm, ischämische
Seite). Auch im IPL konnten keine Veränderungen im Verhältnis der Schichtdicken von
Kontrollauge und ischämischen Auge mit der Zeit beobachtet werden (14 d: 17,18  3,97 µm,
Kontrollseite; 22  4,29 µm, ischämische Seite; siehe Abbildung 14B).
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Abbildung 14: Effekte der intraluminalen Fadenokklusion auf die Schichtdicken
der inneren Körnerschicht/INL (A) und inneren plexiformen
Schicht/IPL (B)
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Abbildung 14A: Effekte der intraluminalen Fadenokklusionsmethode auf die Schichtdicken der
inneren Körnerschicht (inner nuclear layer, INL). Die Schichtdicken sind in µm angegeben. Weiße
Säulen, Kontrollauge; schwarze Säulen, ischämisches Auge. 6h, 1d, 2d, 3d, 7d, 14d: Zeitpunkte der
Reperfusion. h=Stunden, d=Tage.
B
Abbildung 14B: Effekte der intraluminalen Fadenokklusionsmethode auf die Schichtdicken der
inneren plexiformen Schicht (inner plexiform layer, IPL). Die Schichtdicken sind in µm angegeben.
Weiße Säulen, Kontrollauge; schwarze Säulen, ischämisches Auge. 6h, 1d, 2d, 3d, 7d, 14d: Zeitpunkte
der Reperfusion. h=Stunden, d=Tage.
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Abbildung 15: Kresylviolettfärbungen der Retina
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Kontrollauge (A), Retina nach 3h Ischämie und 6h (B), 1d (C), 2d (D), 3d (E), 7d (F) und 14d Reperfu-
sion. h=Stunden, d=Tage.
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4.3.2 Ganglienzellen
Es konnte kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der Ganglienzellen von
Kontroll- und Ischämieseite festgestellt werden. Die Anzahl der Ganglienzellen variierte in
den einzelnen Zeitpunkten nach Reperfusion innerhalb der Standardabweichung und es
konnte kein Unterschied in der Anzahl im Vergleich Kontrollretina / ischämische Retina
nachgewiesen werden (6 h: 13  1 Zelle, Kontrollseite; 13  2 Zelle, ischämische Seite, 14 d:
13  1 Zelle, Kontrollseite; 12  1 Zelle, ischämische Seite; siehe Abbildung 16 und 17).
Ebenfalls konnten keine Zeichen für neuronale Schäden an den Ganglienzellen
beobachtet werden.
Abbildung 16: Effekte der intraluminalen Fadenokklusionsmethode auf die
Ganglienzellzahl
Weiße Säulen, Kontrollauge; schwarze Säulen, ischämisches Auge. 6h, 1d, 2d, 3d, 7d, 14d:
Zeitpunkte der Reperfusion. h=Stunden, d=Tage.
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Abbildung 17: Ganglienzellzahl
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Kontrollauge (A), Retina nach 3h Ischämie und 6h (B), 1d (C), 2d (D), 3d (E), 7d (F) und 14d Reperfu-
sion. h=Stunden, d=Tage.
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4.3.3 TdT-mediated dUTP-biotin Nick End Labelling (TUNEL)
Mit Hilfe der TUNEL-Methode konnten in den Kontrollretinae keine angefärbten
Zellen beobachtet werden. Zu keinem der untersuchten Zeitpunkte nach Ischämie ließen sich
TUNEL-positive Zellen nachweisen.
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5. Diskussion
5.1 Elektroretinographische Veränderungen unter der intraluminalen
Fadenokklusionsmethode
Die Ableitung des ERG liefert funktionelle Abschätzungen der elektrischen Aktivität
der Retina vor, während und nach einer Ischämie. Besonders die b-Welle des ERG hat sich als
sehr sensitiver Parameter einer retinalen Ischämie beim Menschen (Coleman et al., 1990) als
auch in experimentellen Tiermodellen in vitro (Zager und Ames, 1988) und vivo (Brunette et
al., 1986; Block et al., 1992; Barnett und Osborne, 1995a) erwiesen. Nachdem die Blutgefäße,
die die Retina versorgen, mit Hilfe der intraluminalen Fadenokklusionsmethode verschlossen
wurden, kam es in der ERG-Ableitung zu einer Suppression der a- als auch der b-Welle. Nach
der Wiederherstellung der retinalen Perfusion durch Entfernen des Fadens, erholte sich die a-
Welle wieder komplett, wohingegen die b-Wellenamplitude sich auch nach einer
Reperfusionszeit von 48 Stunden noch immer nicht erholt hatte und auf 50% des
Ausgangswertes persistierte. Darüber hinaus verlängerte sich die Latenzzeit der b-Welle
während der Ischämiezeit und blieb auch in der Reperfusionszeit verlängert.
Sowohl in den Modellen der globalen zerebralen Ischämie (2VO und 4VO) als auch in
den Modellen der retinalen Ischämie (Erhöhung des intraokulären Druckes, Ligation des
Sehnerven) konnte man eine Reduktion der b-Welle beobachten (Block und Schwarz, 1998).
Dabei kommt es während der 2VO (Verminderung der retinalen Blutversorgung) zu einer
Reduktion der b-Wellenamplitude auf 30% des präischämischen Wertes (Block et al., 1994)
und zu einer vollständigen Suppression der b-Welle bei allen anderen Modellen (komplette
Unterbindung der retinalen Blutversorgung) (Barnett und Osborne, 1995a; Osborne et al.,
1995; Veriac et al., 1993). Somit ist der Grad der Reduktion der b-Wellenamplitude abhängig
von der Schwere der Ischämie (Block und Schwarz, 1998). Die a-Welle wird normalerweise
weniger durch Veränderungen in der Blutversorgung beeinflusst. Während eine verminderte
retinale Blutzufuhr keine Veränderung oder nur eine leichte Verminderung der a-
Wellenamplitude mit sich bringt (Block et al., 1992; Nayak et al., 1993), kann eine a-
Wellensuppression nur durch eine komplette Ischämie induziert werden (Gehlbach und
Purple, 1994a). Betrachtet man die Resultate der intraluminalen Fadenokklusionsmethode, so
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kommt es hier zu einer totalen Suppression der a- als auch der b-Wellenamplitude während
der Ischämie und somit zu der Induktion einer kompletten retinalen Ischämie.
Ebenfalls variieren die Modelle im Grad der Erholung der b-Wellenamplitude nach
Beendigung der Ischämie. Sowohl bei der 4VO als auch der intraluminalen
Fadenokklusionsmethode ist die b-Welle während der Ischämie komplett supprimiert.
Betrachtet man allerdings die Reperfusionszeit, so zeigt sich bei beiden Modellen ein
unterschiedliches Bild. Während bei der 4VO es innerhalb von 60 Minuten zu einer
vollkommenen Erholung der b-Welle kommt (Block et al., 1992), steigt die b-
Wellenamplitude nach der intraluminalen Fadenokklusionsmethode initial zwar an, erreicht
aber nach 48 Stunden Reperfusionszeit nur etwa 50% ihres präischämischen Wertes.
Ebenfalls bleibt im Unterschied zu der 4VO die Latenzzeit der b-Welle erhöht. Auch die a-
Wellenveränderungen sind unterschiedlich. Während es bei der intraluminalen
Fadenokklusion zu einer kompletten Supression der a-Welle kommt, wird diese bei der 4VO
nur leicht beeinflusst (Block und Schwarz, 1998). Dieser Unterschied ist nicht der
unterschiedlichen Schwere der Ischämie zuzuschreiben, da diese in beiden Modellen in etwa
gleich groß ist. Vielmehr ist er auf die unterschiedlich lange Ischämiedauer zurückzuführen.
Die berichteten ERG-Veränderungen traten bei der 4VO nach einer kompletten Ischämie von
20 Minuten (Block et al., 1992) auf, wohingegen die Ischämie bei der intraluminalen
Fadenokklusionsmethode 180 Minuten andauerte. Diese Annahme wird unterstützt durch die
Beobachtung der b-Wellenerholung bei anderen Modellen. Bei der 2VO steigt zwar in der
Reperfusionszeit die b-Wellenamplitude wieder an und erreicht nach 30 Minuten ihren
Ausgangswert (Block et al., 1994), kommt es allerdings zu einer länger anhaltenden
Okklusion der Aa. carotides communes, so führt dies zu einer permanenten Depression der b-
Wellenamplitude um 50% (Barnett und Osborne, 1995a). Bei der Erhöhung des intraokulären
Drucks kommt es unter der Reperfusion wieder zu einer Normalisierung der b-Welle
(Gehlbach und Purple 1994a; Veriac et al., 1993), wobei allerdings das Ausmaß der Erholung
abhängig von der Dauer der Ischämie ist. Bei einer Ischämiedauer von 30-50 Minuten kommt
es zu einer kompletten Erholung der b-Welle, wogegen eine Dauer von 90-120 Minuten mit
einer inkompletten Erholung einhergeht und die b-Wellenamplitude nur 50% bzw. 10% ihres
präischämischen Ausgangswertes erreicht (Gehlbach und Purple, 1994a). Auch bei der
Erzeugung der retinalen Ischämie mit Hilfe der Ligation des Sehnerven erholt sich die b-
Welle nach Ischämiezeiten von 30-50 Minuten wieder komplett, erreicht aber nach Zeiten von
mehr als 90 Minuten höchstens 30% des präischämischen Wertes (Gehlbach und Purple,
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1994b). Der Grad der b-Wellenerhohlung während der Reperfusionszeit hängt also mit der
Dauer der Ischämie zusammen.
Bei der intraluminalen Fadenokklusionsmethode kommt es elektrophysiologisch unter
der Okklusion zu einer kompletten retinalen Ischämie (komplette Suppression der a- als auch
b-Wellenamplitude). Nach Beendigung der Ischämie kommt es zu einer bleibenden retinalen
Funktionsbeeinträchtigung (inkompletten Erholung der b-Welle in der Reperfusionszeit), die
auch unter langen Reperfusionszeiten bestehen bleibt. Damit führt die intraluminale
Fadenokklusionsmethode zu einer permanenten funktionellen Beeinträchtigung der retinalen
Funktion.
5.2 Gliale Reaktion während der Reperfusionszeit
5.2.1 Astroglia (Müllerzellen)
Bei der intraluminalen Fadenokklusion kommt es in den ischämischen Retinae zu
einer GFAP-Immunreaktivitätszunahme, die sich in allen Schichten der Retina entlang der
Müllerzellen zeigt. 6 Stunden nach Beginn der Reperfusion kann man sowohl eine GFAP-
Immunreaktivitätszunahme als auch eine Zunahme der Anzahl der angefärbten Zellen
erkennen. 1 Tag nach Reperfusionsbeginn steigen die Zellzahl und Intensität weiter an. 3
Tage nach Ischämieende erreichen sowohl die Intensität als auch die Anzahl der GFAP-
positiven Müllerzellen ihren maximalen Wert, um dann nach 7 und 14 Tagen wieder leicht
abzunehmen. Doch verbleiben Intensität als auch Anzahl auf einem höheren Niveau als die
GFAP-Immunreaktivität der Kontrollretinae.
In der Retina stellen die Müllerzellen die dominierende Gliaart dar (Penn et al., 1988).
Sie unterscheiden sich durch Form und Orientierung von den übrigen Astrozyten, gehören
aber auf Grund der embryonalen, ektodermalen Herkunft zur selben Klasse der Makroglia
(Holländer et al., 1991). Die Müllerzellen sind in der Retina radiär orientiert und durchziehen
die gesamte Breite der Retina. Mit ihren inneren Endfüßen grenzen sie an die Membrana
limitans interna und an den Glaskörper. Von hier ziehen sie vertikal durch das Stratum
neurofibrarum, Ganglienzellschicht und die innere plexiforme Schicht in die innere
Körnerschicht, wo sich ihr Zellkörper samt Nucleus befindet (Miller und Dowling, 1970;
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Reichenbach und Wohlrab, 1986). Die Müllerzelle setzt sich distal fort bis durch die
Membrana limitans externa, um im subretinalen Raum zwischen den Photorezeptoren zu
enden. Sie ist beteiligt an der Bildung der Blut-Retina-Schranke (Tout et al., 1993). Eine
Funktion der Müllerzelle besteht in der Regulation der retinalen Kaliumkonzentration durch
aktive (McGrail und Sweadner, 1986; Karwoski et al., 1989) und passive (Newman, 1985)
Kaliumaufnahme nach neuronaler Depolarisation. Diese Kaliumströme induzieren die b-
Welle des ERG (Newman und Reichenbach, 1996).
Darüber hinaus spielen die Müllerzellen eine entscheidende Rolle in dem
Metabolismus der retinalen Neurotransmitter (GABA, Glutamat). Die Zellen nehmen diese
Botenstoffe aus dem extrazellulären Raum auf und metabolisieren sie (Kline at al., 1985;
Reichenbach et al., 1993). Ebenfalls sorgen die Müllerzellen für die Entsorgung von retinalem
CO2 (Kumpulainen, 1980). Die Müllerzellen erzeugen ein stabiles Milieu für die retinalen
Neurone, beeinflussen aber auch die Aktivität der Neurone durch die Modulation von
extrazellulären Kalium- und Neurotransmitterkonzentrationen (Newman und Reichenbach,
1996).
Im Unterschied zu den Astrozyten (Distler et al., 1993), die in der Retina meist um die
Ganglienzellen und im Stratum neurofibrarum lokalisiert sind (Karschin et al., 1986),
exprimieren Müllerzellen unter normalen Bedingungen nur wenig (Bignami und Dahl, 1979),
kein (Eisenfeld et al., 1984; Distler und Dreher, 1996) oder nicht sicher beurteilbar (Dixon
und Eng, 1981) das Zytoskelettprotein saures Gliafaserprotein (glial fibrillary acidic protein
/GFAP). Kommt es allerdings zu einer retinalen Irritation durch Ischämie (Osborne et al.,
1991; Barnett und Osborne, 1995a; Block et al., 1992; Osborne und Larsen, 1996), durch
Zerquetschen des Sehnerven (Bigami und Dahl, 1979) oder durch Photorezeptordegeneration
(Eisenfield et al., 1984), so exprimieren auch die Müllerzellen GFAP. Die Expression von
GFAP scheint die erste sichtbare Veränderung nach einer Beeinträchtigung der Müllerzellen
zu sein, wobei es zu einer Hypertrophie und Verlängerung der Fortsätze der Müllerzelle
kommt (Hjelmeland und Harvey, 1988). Die bei der Ischämie auftretende Azidose und
Proteolyse führt zu einer Demarkierung von GFAP-Subeinheiten und somit zu einer GFAP-
Immunreaktivitätssteigerung (Schmidt-Kastner et al., 1993). Darüber hinaus konnte eine
Steigerung der GFAP-Immunreaktivität auch nach intravitrealer Gabe von Kainate, einem
Glutamatagonisten, gezeigt werden (Sahel et al., 1991). Erickson et al. (1992) beobachteten
nach Netzhautablösung bei der Katze eine Steigerung der GFAP-mRNA-Konzentration um
500% innerhalb von drei Tagen. Aber auch die Exposition neugeborener Ratten gegenüber
einer 60 %igen Sauerstoffkonzentration (normale Raumluft: 21%) über 14 Tage resultiert in
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einer GFAP-Induktion in den Müllerzellen (Penn et al., 1988). Veränderungen der
Stoffwechsellage und eine Verminderung der retinalen Blutversorgung führen zu einer
Funktionsänderung der Müllerzellen mit einer gesteigerten GFAP-Expression, auch ohne
unmittelbar von einem neuronalen Schaden begleitet zu sein (Osborne et al., 1991; Barnett
und Osborne, 1995a), was die stärkere Empfindlichkeit glialer Marker gegenüber neuronalen
Markern in Bezug auf eine Ischämie unterstreicht. Ebenfalls wird deutlich, dass die
Immunreaktivitätssteigerung glialer Marker nicht nur bei ischämisch bedingten neuronalen
Schäden, sondern auch bei andersartigen Affektionen der Neurone vorhanden sein kann.
Gliale Marker sind also unspezifische Ischämiemarker. Darüber hinaus ist von dem
immunhistochemischen Ansatz keine Information über die Quantität der, durch die Ischämie
bedingten, neuronalen oder glialen Schäden zu gewinnen. Benutzt man allerdings ELISA-
Techniken um die GFAP-Mengen zu bestimmen, so hat sich bei der permanenten 2VO
gezeigt, dass das Ausmaß der GFAP-Expression mit der Dauer der Ischämie korreliert
(Barnett und Osborne, 1995a). Im Gegensatz dazu zeigte sich bei der transienten 2VO nur
eine leichte und nicht signifikante Erhöhung der GFAP-Expression, was auch den
Ergebnissen der elektroretinographischen Ableitungen entspricht (Block und Schwarz, 1998).
Die immunhistochemischen Resultate der intraluminalen Fadenokklusionsmethode
zeigen eine gesteigerte GFAP-Expression der Müllerzellen. Betrachtet man die Ergebnisse der
übrigen Modelle der retinalen Ischämie, so zeigt sich bei jedem ischämischen Insult eine
gesteigerte GFAP-Immunreaktivitätssteigerung. Bei der 2VO lässt sich eine leichte GFAP-
Hochregulation nach sieben Tagen Reperfusionszeit in den Müllerzellen nachweisen, wobei
die Intensität der Immunreaktivität in den einzelnen Retinae sehr stark variiert (Osborne et al.,
1991). Bei der 4VO kommt es zu einer Hochregulation von GFAP in den Müllerzellen nach
sieben Tagen Reperfusion, wobei sich die Immunreaktivität stärker und konstanter darstellt
als nach 2VO (Osborne et al., 1991). Unter einer 60 minütigen Ligation des Sehnerven
entwickelt sich eine GFAP-Hochregulation nach 2 Tagen Reperfusion, mit einem GFAP-
Immunreaktivitätsmaximum nach sieben Tagen (Barnett, 1995). Auch bei der HIOP kommt
es unter der Ischämie zu einer Hochregulation von GFAP in den Müllerzellen (Osborne und
Larson, 1996; Larsen und Osborne, 1996) gegenüber der Kontrollseite. Dabei erscheinen
GFAP-positive Endfüße und distale Zellkörper der Müllerzellen 1 Stunde nach Reperfusion.
Danach kommt es zu einer Immunreaktivitätszunahme bis zu 2 Wochen, gefolgt von einer
Abnahme nach 4 Wochen Reperfusion (Kim et al., 1998).
Betrachtet man den Zeitverlauf der Immunreaktivität, so lässt sich allgemein sagen,
dass nach einer Ischämie innerhalb von sieben Tagen eine Hochregulation von GFAP zu
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beobachten ist. Dabei hängt die Dauer der Hochregulation und das Auftreten von
Immunreaktivitätsmaxima von der Dauer und der Art der Ischämie ab. So lässt sich bei der
2VO nur eine leichte GFAP-Hochregulation am siebten Tag nach Reperfusion nachweisen
(Osborne et al., 1991). Besonders bei den Modellen mit Zelluntergängen und Verbreiterung
der retinalen Zellschichten konnten GFAP-Hochregulationen mit einer Dauer von mehr als 14
Tagen beobachtet werden (Kim et al., 1998; Barnett, 1995). Desweiteren sind hier
Immunreaktivitätsmaxima um den siebten Reperfusionstag zu beobachten. Auch bei der
Fadenokklusion lässt sich eine GFAP-Hochregulation bis zum 14. Reperfusionstag als auch
ein Reaktivitätsmaximum nachweisen. Allerdings liegt das Immunreaktivitätsmaximum nicht,
wie z.B. bei der HIOP, um den siebten Tag, sondern ist schon nach drei Tagen zu erkennen.
Die Ergebnisse des ERG haben gezeigt, dass es zwar zu einer Erhohlung der Müllerzellen,
mit einem Wiederanstieg der b-Wellenamplitude, innerhalb der Reperfusionszeit kommt, aber
eine bleibende retinale Funktionsbeeinträchtigung mit einer inkompletten Erholung der b-
Welle bestehen bleibt. Dies läßt sich auch auf den Verlauf der GFAP-Immunreaktivität
anwenden. Auf Grund der Erhohlung der Müllerzellen kommt es zu einem geringeren Anstieg
der GFAP-Immunreaktivität mit einem entsprechend früheren Maximum. Aber die
Beeiträchtigung der Müllerzelle ist groß genug, um eine GFAP-Hochregulation bis zum 14.
Reperfusionstag zu verursachen.
Sowohl GFAP-Expression als auch die b-Wellen stellen eine Funktion der
Müllerzellen dar. Eine Steigerung der GFAP-Expression, als auch eine Verminderung der b-
Wellenamplitude sprechen für eine funktionelle Beeinträchtigung der Müllerzellen. Bei der
intraluminalen Fadenokklusionsmethode deuten die elektrophysiologischen Ergebnisse als
auch die Ergebnisse der GFAP-Expression darauf hin, dass es nach Beendigung der Ischämie
zu einer bleibenden retinalen Funktionsbeeinträchtigung gekommen ist (GFAP-
Hochregulation mit erhöhter Immunreaktivität auch noch nach 14 Tagen), die auch unter
langen Reperfusionszeiten bestehen bleibt. Die Untersuchung der GFAP-Immunreaktivität
unterstützt die Annahme, dass die intraluminale Fadenokklusionsmethode zu einer
permanenten funktionellen Beeinträchtigung der retinalen Funktion führt.
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5.2.2 Mikroglia
In den Kontrollretinae konnten einzelne ramifizierte Mikrogliazellen in der
Ganglienzellschicht und der inneren plexiformen Schicht (IPL) beobachtet werden. Nach 180
Minuten der intraluminalen Fadenokklusion und 6 Stunden bzw. 1 Tag Reperfusion zeigte
sich eine Erhöhung der Anzahl der OX42-positiven Zellen, besonders aber in der
Ganglienzellschicht. 3 Tage nach Reperfusionsbeginn konnte ein Maximum der OX42-
Immunreaktivität beobachtet werden. Dabei zeigten sich auch OX42-positive Zellen in der
äußeren plexiformen Schicht (OPL) und in der Nähe der Photorezeptoren. Des weiteren
stellten sich die Zellen in einer weniger ramifizierten Form dar. Im weiteren Zeitverlauf (7
Tage und 14 Tage) reduzierte sich die OX42-Immunreaktivität, behielt aber ein leicht
erhöhtes Niveau in Bezug auf Intensität als auch Anzahl der OX42-positiven Zellen
gegenüber den Kontrollretinae.
Im Gegensatz zu der Astroglia handelt es sich bei der Mikroglia um Zellen
mesodermalen Ursprungs (Thomas, 1992). Sie wurden erstmals in den frühen 30er Jahren von
Rio-Hortega beschrieben (Rio-Hortega, 1932). Sie stellen die einzigen ortsansässigen,
immunkompetenten Zellen des Zentralnervensystem dar (Graeber und Streit, 1990). Man
unterscheidet drei morphologische Stadien: amoeboide, ramifizierte und reaktive Mikroglia.
Die amoeboide Form lässt sich ausschließlich in sich entwickelndem Hirngewebe finden,
während man die ramifizierte Form in normalen und entwickeltem Hirngewebe als kleine
Zellen (5-10µm) mit dünnen, verzweigten Verästelungen beobachten kann. Die reaktive Form
zeigt sich als ovaler bis rutenartiger Zellkörper mit Vakuolisierung und einem vermehrten
amoeboiden Erscheinungsbild mit einer Retraktion und Verbreiterung der ramifizierten
Fortsätze nach Verletzungen und Infektionen in ausgewachsenem Hirngewebe (Thomas,
1992). Während der Entwicklung wandelt sich der amoeboide aktive Makrophage in die
inaktive ramifizierte Mikroglia. Bei Aktivierung wandelt sich diese in die reaktive Mikroglia
um.
Ab dem 12. Embryonaltag kommt es zur Einwanderung amoeboider Mikrogliazellen
in die Retina (Ashwell et al., 1989). In der Retina erscheint die ramifizierte Mikroglia als
kleine, elongierte Zellen mit dünnen, radial angeordneten Fortsätzen (Tumosa und Baker,
1996). Die Mikroglia findet sich in der gesamten Retina, vornehmlich allerdings in der
inneren plexiformen Schicht und der Ganglienzellschicht, nicht aber bei den Photorezeptoren
(Ashwell, 1989). Hier ist eine gute Übereinstimmung mit den Ergebnissen der
Immunhistochemie der Kontrollretinae festzustellen.
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Die Funktion der Mikroglia besteht aus der Entsorgung von Zelldebris nach
Verletzung und Entwicklung, der Mitwirkung an Wundheilung und Narbenbildung sowie der
Reinigung der extrazellulären Flüssigkeit (Thomas, 1992). Darüber hinaus ist die Mikroglia
an Entzündungreaktionen beteiligt (Giulian und Robertson, 1990). Um diese Funktionen
durchzuführen, muss es allerdings erst zu einer Aktivierung der Mikroglia und einer
Umwandlung der ramifizierten in die reaktive Form kommen. Die Mikroglia hypertrophiert
und proliferiert unter neuronalem Stress, Degeneration und Verletzung (Streit und Kreuzberg,
1988), aber auch unter ischämischen Bedingungen (Morioka et al., 1993; Gehrman et al.,
1992). Hierbei führt die Umwandlung aus der inaktiven ramifizierten in die reaktive Form zu
einer Änderung der exprimierten Oberflächenantigene (Streit und Graeber, 1993; Graeber et
al., 1988). Es kommt zu einer Hochregulation des CR-3-Komplementrezeptors und des Major
Histocompability Complex-Antigens, wodurch Antigenpräsentation und immunologische
Reaktionen erst möglich werden. Ersteres lässt sich mit Hilfe des monoklonalen Antikörper
OX42 darstellen (Graeber et al., 1988; Fagan und Gage, 1990). Unter der Aktivierung der
Mikroglia kommt es zu der Sekretion von verschiedenen Zytokinen und Glutamat (Piani et
al., 1992), unter ischämischen Bedingungen aber auch NO, H2O2 und .OH-, welche potentielle
neurotoxische Substanzen darstellen und zu einem Zelltod führen können (Lees, 1993). Die
vollständige Umwandlung zu einem Makrophagen vollzieht die Mikrogliazelle nur in
Anwesenheit von Zelldebris (Streit und Kreuzberg, 1988).
Die Unterbrechung der retinalen Blutzufuhr durch die intraluminale
Fadenokklusionsmethode führt zu einer Aktivierung der Mikroglia mit einer gesteigerten
OX42-Immunreaktivität, einer gesteigerten Anzahl an OX42-positiven Zellen und einer
morphologischen Umwandlung mit Vergrößerung und Vakuolisierung des Zellkörpers als
auch einer verminderten Ramifizierung mit einer Retraktion und Verbreiterung der
ramifizierten Fortsätze. Gleiche Veränderungen konnten an der Retina sowohl nach 2VO
(Ischämiedauer sieben Tage) als auch nach Ligation des Sehnerven beobachten werden
(Barnett, 1995). Bei der 2VO kam es nach 45 minütiger Okklusion zu einer Aktivierung der
Mikroglia mit dem Nachweis OX42-positiver Zellen nach 30 Minuten Reperfusion. Es zeigte
sich ein Immunreaktivitätsmaximum zwischen dem ersten und dritten Tag der Reperfusion in
der inneren Körnerschicht und der äußeren plexiformen Schicht. Nach 3 Tagen der
Reperfusion kam es zu einem Rückgang der Immunreaktivität (Barnett, 1995). Unter einer
60-minütigen Ligation des Sehnerven kam es ebenfalls zu einer Aktivierung der Mikroglia in
allen Schichten der Retina, mit einem Immunreaktivitätsmaximum bei 3 Tagen nach
Reperfusion (Barnett, 1995). Von Streit und Graeber (1993) wurde anhand anderer
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immunhistochemischer Marker und morphologischer Veränderungen gezeigt, dass eine
Erhöhung der OX42-Immunreaktivität mit einer Mikrogliaaktivierung assoziiert ist. Ebenfalls
konnte nach kortikalen Läsionen in Rattenhirnen eine erhöhte OX42-Immunreaktivität
nachgewiesen werden (Fagan und Gage, 1990). Nach fokaler Laserphotokoagulation
(Humphrey und Moore, 1996) und Durchtrennung des Sehnerven (Thanos, 1991) kommt es
ebenfalls zu einer Aktivierung der retinalen Mikroglia (Humphrey und Moore, 1996).
Es kommt unter einer Ischämie zu einer Steigerung der OX42-Expression wie auch
der GFAP-Expression. Obwohl auch andere retinale Affektionen eine Expressionssteigerung
der glialen Marker verursachen können, unterstützt die bei der intraluminalen
Fadenokklusionsmethode beobachtete OX42-Immunreaktivitätszunahme die Annahme für
das Vorliegen einer retinalen Ischämie.
5.2.3 Zytokine
Bei der immunhistochemischen Färbung mit Antikörpern gegen die Zytokine IL1,
TNF und IL6 zeigte sich auf der Kontrollseite eine diffuse Anfärbung der
Ganglienzellschicht, der inneren plexiformen Schicht, der äußeren plexiformen Schicht und
des inneren Anteils der Photorezeptoren. Es ließen sich keine angefärbten Einzelzellen
beobachten. In der inneren Körnerschicht wurde der Zwischenraum ebenfalls Zytokin-positiv
markiert. Betrachtet man die Immunhistochemie der Zytokine nach 6 Stunden bzw. 1 Tag
Reperfusionszeit, so lässt sich eher eine Verminderung der Immunreaktivität feststellen. Auch
nach 6 Stunden bzw. 1 Tag Reperfusion konnte keine Anfärbung von einzelnen Zellen
beobachtet werden.
Das Gehirn ist in der Lage auf eine Reihe von Affektionen, wie z.B, Noxen, Trauma,
Ischämie, Transplantation, Virusinfektion, Toxine als auch neurodegenerative Erkrankungen
eine gut definierte immunologische Reaktion zu zeigen (Arvin et al., 1996). Dabei kommt es
nach einer Ischämie zu einer Inflammation, die durch Einwanderung von Zellen (neutrophile
Leukozyten und Monozyten) und Freisetzung von Mediatoren (Zytokine) charakterisiert ist
(Feuerstein et al., 1997). Es hat sich gezeigt, dass (1) Zytokine den zerebralen Schaden nach
Ischämie vergrößern, dass (2) spezifische Zytokinantagonisten, wie IL-1ra, den ischämischen
Schaden reduzieren können und dass (3) die Entfernung von zirkulierenden neutrophilen
Granulozyten die Infarktgröße reduziert (Feuerstein et al., 1997). Besonders die Zytokine, wie
TNF und IL1 stehen bei der immunologischen Antwort des Gehirns im Vordergrund. So
konnte nach zehnminütiger transienter globaler Ischämie eine Konzentrationssteigerung von
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TNF, IL1 und IL6 in den ersten sechs Stunden mit Hilfe der ELISA-Technik beobachtet
werden, mit einer geringeren Steigerung nach einer nur fünfminütigen Ischämie. Dabei stellte
sich die Konzentrationssteigerung von TNF schon nach einer Stunde Reperfusionszeit ein,
wohingegen IL1 und IL6 erst zwischen 3-6 Stunden einen erhöhten Level aufzuweisen
hatten (Saito et al., 1996). Bei dem permanenten Verschluss der Arteria cerebri media konnte
man mit Hilfe der „reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR)“ eine
Steigerung der TNF- und IL1-Genexpression nach zwei Stunden mit einem Maximum bei
sechs Stunden beobachten (Zhai et al., 1997).
Bei der Retina hat sich gezeigt, dass es bei einer insuffizienten kapillären Perfusion zu
einer TNF Hochregulation kommt (Spranger et al., 1995). Hangai et al. (1996) beobachteten
eine TNF Genexpressionssteigerung nach transienter Ischemie um das 20fache nach 12
Stunden. Des weiteren konnte mit der PCR nach einer zweistündigen Ligation des Sehnerven
eine IL1-Genexpression nach drei Stunden gezeigt werden (Hangai et al., 1995).
Diese Ergebnissse weisen auf eine sehr frühe Steigerung der Zytokingenexpression
hin. Der fehlende signifikante immunhistochemische Nachweis der Veränderung der Zytokine
in der Reperfusionsphase nach Induzierung einer Ischämie durch die intraluminale
Fadenokklusionsmethode kann auf die Auswahl der Zeitpunkte zurückgeführt werden.
Besonders in den ersten Stunden kommt es zu Veränderungen in der Konzentration der
Zytokine. Da bei dem vorliegenden Versuchsprogramm nur ein Zeitraum (6 Stunden-Wert) in
der für die Zytokinveränderung interessanten Phase lag, kann eine eventuell vorhandene
Konzentrationsveränderung nicht erfasst worden sein. Ein weiterer Grund für die nicht
beobachteten Veränderungen könnte aber auch in der Ungenauigkeit der
immunhistochemischen Darstellungsmethode liegen. In den meisten Versuchen zu der
Erforschung der Rolle der Zytokine wurden Methoden wie die PCR oder Western-Blots
verwendet. Die Immunhistochemie wurde meist nur dort verwendet, wo die zelluläre Quelle
der Zytokinsezernierung festgestellt werden sollte (Schiefer et al., 1998).
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5.3  Neuronale Veränderungen bei der intraluminalen Fadenokklusion
5.3.1 Nissl-Färbung
Die morphologischen Veränderungen nach retinaler Ischämie lassen sich generell
durch Schwellung der inneren Retinaschichten, Einwanderung von Entzündungszellen in die
innere und äußere plexiforme Schicht und vakuolisierte Photorezeptoren beschreiben
(Mosinger und Osley, 1989; Takahashi et al., 1992; Szabo et al., 1991; Louzada-Junior et al.,
1992). Ebenfalls kommt es zu einem Ganglienzellverlust (Selles-Navarro et al., 1996; Garcia-
Valenzuela et al., 1995). Die äußeren Anteile der Retina sind weniger anfällig als die inneren
Strukturen gegenüber einer kurzzeitigen Ischämie (Hughes, 1991).
Nach der Fadenokklusion konnte kein sichtbarer neuronaler Schaden, wie
geschwollene Zellkörper, Vakuolen, nukleäre Pyknosen oder Nekrosen, in den
Körnerschichten gefunden werden. Eingewanderte Entzündungszellen konnten in der inneren
plexiformen Schicht nicht nachgewiesen werden. Die Schichtdicke der inneren Körnerschicht
(inner nuclear layer, INL) zeigte keine signifikanten Unterschiede zur Kontrollseite im
Verlauf der 14tägigen Reperfusionszeit. Auch in der inneren plexiformen Schicht (inner
plexiform layer, IPL) konnten keine Veränderungen im Verhältnis der Schichtdicken von
Kontrollauge und ischämischen Auge mit der Zeit beobachtet werden. Es konnte kein
signifikanter Unterschied in der Anzahl der Ganglienzellen von Kontroll- und Ischämieseite
festgestellt werden. Ebenfalls konnten keine Zeichen für neuronale Schäden an den
Ganglienzellen beobachtet werden.
Das histologische Bild der Retina nach Anwendung der Photothrombose erlaubt die
Beurteilung der neuronalen Schäden einer permanenten retinalen Ischämie ohne
Reperfusionsmöglichkeit, also einen ausschließlich ischämisch bedingten Schaden. Dabei
kommt es zu einer diffusen ödematösen Schwellung der zytoplasmatischen Komponenten mit
pyknotischen Kernen in der inneren Körnerschicht und der Ganglienzellschicht (Büchi et al.,
1994; Büchi und Szczesny, 1996; Schmidt-Kastner und Eysel 1994; Mosinger und Olney,
1989). In der Ganglienzellschicht kommt es innerhalb von 3 Stunden zu einem ischämischen
Zellschaden, nach einem Tag bildet sich eine Läsion, die nach drei Wochen durch eine
Narbenformation ersetzt wird (Schmidt-Kastner und Eysel, 1994).
Ebenso kommt es bei der Ligation des Sehnerven und der Erhöhung des intraokulären
Drucks zu einer neuronalen Schädigung. Dabei treten die morphologischen Veränderungen
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bei der Erhöhung des intraokulären Drucks (HIOP) erst ab einer Ischämiedauer von mehr als
60 Minuten auf (Büchi et al., 1991; Hughes 1991; Shibuki et al., 1998). Neben diesen
neuronalen Schäden lässt sich bei der HIOP auch eine Reduktion der Ganglienzellenzahl
beobachten (Garcia-Valenzuela et al., 1995; Adachi et al., 1996; Selles-Navarro et al., 1996).
Wie bei der HIOP treten histologische Schäden bei der Ligation des Sehnerven erst nach einer
Ischämiedauer von 60 Minuten auf, wobei sich ein Ödem der inneren plexiformen Schicht mit
Migration von neutrophilen Leukozyten in die Retina (Szabo et al., 1991; Tsujikawa et al.,
1998) und eine neuronale Degeneration in der Ganglienzellschicht (Otori et al., 1997)
beobachten lässt. Aus diesen Daten lässt sich schließen, dass die Dauer und Intensität der
Ischämie mit dem Grad des histologischen Schadens korreliert.
Allerdings kann man weder bei der 2VO- noch bei der 4VO-Methode einen
neuronalen Schaden in der konventionellen Histologie lichtmikroskopisch nachweisen
(Osborne et al., 1991). Auch die intraluminale Fadenokklusionsmethode führt bei einer
Ischämiedauer von 180 Minuten zu keinem lichtmikroskopisch nachweisbaren Schaden. Dies
kann auf die gewählte Ischämiedauer zurückgeführt werden. Da die intraluminale
Fadenokklusionsmethode am Gehirn ein standardisiertes Modell darstellt und hier innerhalb
der gewählten Ischämiedauer von 180 Minuten einen histologisch nachweisbaren fokalen,
zerebralen Infarkt verursacht (Memezawa et al., 1992), wurde diese Dauer auf das Modell der
Erzeugung einer retinalen Ischämie übertragen. Dass es trotzdem zu keinem signifikanten,
histologischen Neuronenschaden gekommen ist, könnte in der unterschiedlichen
Vulnerabilität von Gehirn und Retina gegenüber einer Ischämie zu suchen sein. So zeigt die
Retina eine erheblich größere Toleranz als das zerebrale Gewebe. Die Retina verfügt über
größere Glukose- und Glukagonreserven innerhalb der Müllerzellen und ein
Sauerstoffreservoir im Glaskörper. Die Diffusion von Sauerstoff aus dem Glaskörper in die
Retina ist möglich (Alder und Cringle, 1985; Ben-Nun et al., 1988). Die Retina wird
zusätzlich zu der normalen retinalen Blutversorgung noch über die Diffusion von Sauerstoff
aus den choroidalen Gefäßen versorgt. Unter ischämischen Bedingungen kommt es zu einer
Hypoxie nicht aber zu einer Anoxie der inneren Retinaschichten (Pournaras et al., 1990a).
Erhöht man allerdings den Sauerstoffgehalt des Blutes, so reicht der
Sauerstoffdiffusionsgradient aus, um ebenfalls die inneren Retinaschichten zu versorgen
(Pournaras et al., 1990b). Die Blutzufuhr über diese Gefäße ist während der HIOP und der
Ligation des Sehnerven ebenfalls unterbunden. Die noch erhaltene Durchblutung der
choroidalen Gefäße und die damit verbundene Diffusion von Sauerstoff in die inneren
Schichten der Retina könnten das Ausbleiben histologischer Schäden bei der intraluminalen
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Fadenokklusionsmethode verursachen. Die verbleibende Durchblutung ist anscheinend
ausreichend um den strukturellen Stoffwechsel der Zellen unter der Okklusion zu erhalten. So
kann es in der Reperfusionszeit wieder zu einer Erholung der retinalen Funktion kommen.
Allerdings deutet die inkomplette Erholung der retinalen Funktion auf eine Ischämie hin, die
die retinalen Zellen nicht nur vorübergehend, sondern auch bleibend geschädigt hat, ohne
einen erkennbaren neuronalen Schaden zu hinterlassen.
Darüber hinaus fällt bei der Betrachtung der histologischen Ergebnisse von HIOP und
Ligation auf, dass besonders die Strukturen geschädigt werden, die durch die Methode selbst
einem besonderen Stress unterworfen werden. Bei der Ligation kann es zu einer Schädigung
des Sehnerven und damit auch der Ganglienzellaxone kommen. Yoles und Schwartz (1998)
zeigten eine intraokuläre Konzentrationserhöhung von Glutamat und Aspartat und
Degeneration des Sehnerven nach mechanischer Verletzung der Ganglienzellaxone. Bei der
HIOP beeinträchtigt der erhöhte intraokuläre Druck besonders die Blutversorgung der inneren
Schichten der Retina, da hier die Druckeinwirkung am stärksten ist. Es kann zu einer, durch
den Überdruck verursachten, aktiven Vasokonstriktion kommen, die verantwortlich ist für
eine Verstärkung der Hypoxie und der ERG-Suppression (Veriac et al., 1993). Ebenfalls
kommt es zu glaukomartigenVeränderungen besonders der Ganglienzellen. So konnte nach
verschiedenen Zeitintervallen der HIOP ein Verlust der gesamten Ganglienzellen beobachtet
werden (Laquis et al., 1998). Diese unspezifischen Effekte können, unabhängig von der
Ischämie, zu den beobachteten histologischen Ergebnissen beitragen.
5.3.2 TUNEL
Neueste Forschungsergebnisse haben gezeigt, dass neben der Nekrose auch die
Apoptose als Art des neuronalen Zelltods nach Ischämie in Frage kommt. Man hat im Gehirn
beobachtet, dass eine große Anzahl an hippokampalen Zellen nach transienter globaler
Ischämie den apoptotischen Zelltod eingehen (MacManus et al., 1993). Auch nach der
Okklusion der Arteria cerebri media konnten apoptotische Zellen beobachtet werden (Chopp
und Li, 1996). Dabei ist die Apoptose gekennzeichnet durch Chromatinkondensation,
Membraninhomogenität und eine Fragmentierung der DNA im Nucleus. Mit Hilfe der
TUNEL-Färbung können die Enden der DNA-Fragmente markiert werden (Gavrieli et al.,
1992). Ebenfalls kann man die DNA-Fragmente mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese
nachweisen (Wyllie, 1980). Die Elektronenmikroskopie gibt mit dem Nachweis des
5. Diskussion 57
kondensierten und fragmentierten Zustandes des Nucleus den entgültigen Beweis für das
Vorliegen einer Apoptose.
In der Retina zeigen sich apoptotische Zellen nach Photothrombose (Büchi und
Szczesny, 1996), Ligation (Kuroiwa et al., 1998) und Erhöhung des intraokulären Druckes
(Lam et al., 1999) besonders in der Ganglienschicht und der inneren Körnerschicht, aber auch
in der äußeren Körnerschicht und als Photorezeptordegeneration. Dabei treten in der
Gelelektrophorese signifikante DNA-Fragmentveränderungen etwa 2 Tage nach Reperfusion
in Erscheinung und nehmen nach 4-7 Tagen wieder ab (Kaneda et al., 1999). TUNEL-positiv
markierte Zellen treten innerhalb einer 7-28 tägigen Reperfusionszeit auf (Garcia-Valenzuela
et al., 1995). Es fällt auf, dass die apoptotischen neuronalen Schäden entweder nach einer
permanenten Ischämie auftreten oder bei Modellen beobachtet werden, die im Besonderen die
inneren, in diesen Modellen TUNEL-positiven, Retinaschichten schädigen. Bei dem Modell
der HIOP steht die Apoptose der Ganglienzellen im Vordergrund. Betrachtet man die
Ergebnisse der experimentellen Glaukomforschung mit Erhöhung des intraokulären Drucks
und Axotomie des Sehnerven, so ergibt sich ein ähnliches Bild der TUNEL-positiven
Zellverteilung (Quigley et al., 1995; Garcia-Valenzuela et al., 1995; Wax et al., 1998). Die
Art der Ischämieerzeugung (Erhöhung des intraokkulären Drucks und die Ligation des
Sehnerven) kann also unspezifische Effekte beinhalten, die unabhängig von der Ischämie
neben den histologischen auch zu den beobachteten apoptotischen Veränderungen beitragen
können.
Bei der Fadenokklusionsmethode konnten mit Hilfe der TUNEL-Methode weder in
den Kontroll- noch in den ischämischen Retinae Zellen markiert werden. Dieses Ergebnis läßt
sich mit den Beobachtungen bei der Nissl-Färbung vereinen, in der sich ebenfalls kein Anhalt
auf neuronale Zellschäden finden ließen.
5.4 Ausblick
In weiteren Studien sollte man die Dauer der durch die intraluminale
Fadenokklusionsmethode verursachten Ischämie schrittweise erhöhen. Interessant wäre die
Beobachtung der ERG-Veränderungen unter längeren Ischämiezeiten mit einer zu
erwartenden Reduzierung der b-Wellenamplitudenerholung. Ebenfalls müsste es unter einer
verlängerten Ischämiezeit zu einer stärkeren und länger andauernden glialen
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Immunreaktivitätssteigerung kommen. Mit einer Verlängerung der Ischämiezeit müsste sich
aber auch ein neuronaler Schaden induzieren lassen, so dass man eventuell auch bei der
intraluminalen Fadenokklusionsmethode histologische Veränderungen der Retinaschichten
und Nervenzellen sowie Apoptose beobachten kann. Sollten aber auch bei längeren
Ischämiezeiten keine histologischen Veränderungen auftreten, so müsste man die etablierten
Modelle kritisch auf ihre nicht-ischämiebedingten Veränderungen hin untersuchen, da die
intraluminale Fadenokklusionsmethode elektrophysiologisch und immunhistochemisch
nachweisbar eine retinale Ischämie induziert. Hier sei besonders die Ligation des Sehnerven
und die HIOP zu nennen, da beide besonders die inneren Retinaschichten auf Grund der
Versuchsanordnung belasten, und so eventuell zu nicht durch die Ischämie induzierten
histologischen als auch immunhistochemischen Veränderungen führen können.
Darüber hinaus könnte man in folgenden Versuchen die Zeitpunkte der
Materialgewinnung innerhalb der für die Zytokinkonzentrationsveränderungen bedeutenden
Phase legen (z.B. 30 Minuten, 1, 2, 3, 6, 8, 10 und 12 Stunden), um diese Veränderungen
besser beobachten zu können. Des weiteren sollten die Veränderungen mit Hilfe sensiblerer
Nachweisverfahren wie PCR zum Nachweis der Genexpression, Northern-Blot zum
Nachweis der RNA oder Western-Blot zum Nachweis der Proteinmenge, visualisiert werden.
Ebenfalls sollte versucht werden, genauere Aussagen hinsichtlich der GFAP-Hochregulation
mit Hilfe sensitiverer Methoden zur Bestimmung der GFAP-Menge, wie ELISA-Techniken
oder mRNA-Nachweis, unter der Fadenokklusion zu treffen.
5.5 Klinische Relevanz
Um Krankheiten besser therapieren zu können, müssen die pathophysiologischen
Grundlagen und Zusammenhänge der Krankheitsentstehung und -entwicklung erforscht
werden. Dies gilt auch für die Amaurosis fugax und den Zentralarterienverschluss. Um
allerdings die pathophysiologischen Erkenntnissen gewinnen zu können und eine darauf
aufbauende Therapie zu finden und zu erproben, benötigt man Modelle, die das
Krankheitsbild imitieren. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein Modell des
Zentralarterienverschlusses zu entwickeln, welches der klinischen Situation nahe kommt.
Dabei stand die Erzeugung einer retinalen Ischämie durch den Verschluß der Arteria
ophthalmica im Vordergrund. Wie in der klinischen Situation des Zentralarterienverschlusses
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sollte die Okklusion des Gefäßes durch einen Thrombus imitiert werden. Dies wurde mit
Hilfe des intraluminal eingebrachten Fadens realisiert. Dabei sollte die Möglichkeit der
Reperfusion gegeben sein, um die retinalen, morphologischen als auch funktionellen
Veränderungen bei Wiedereintreten der Durchblutung zu untersuchen. Die intraluminale
Fadenokklusionsmethode bietet hier die Möglichkeit der variablen Gestaltung der
Ischämiezeit durch die leichte Entfernung des intraluminalen Fadens. Allerdings imitiert die
in der vorliegenden Arbeit durchgeführte 180 minütige intraluminale Fadenokklusion eher die
Verhältnisse der Amaurosis fugax. Zwar kommt es, im Gegensatz zu der Amaurosis fugax, zu
einer bleibenden funktionellen Beeinträchtigung der retinalen Funktion, doch neuronale
Schäden wie bei einem Zentralarterienverschluss ließen sich nicht nachweisen. Eine mögliche
Verlängerung der Ischämiezeit könnte allerdings zu neuronalen Schäden führen, und es stände
mit der intraluminalen Fadenokklusionsmethode eine Methode zur Verfügung, die die
klinische Situation des Zentralarterienverschlusses imitieren könnte. Dabei könnte man die
retinale Durchblutung vermindern, ohne das unspezifische, nicht durch die Ischämie bedingte,
Affektionen der Retina hinzutreten. So könnte man eine Aussage über rein ischämische
Veränderungen unter der Ischämie treffen. Aufbauend auf den so gewonnenen Erkenntnissen
können wiederum neue Therapieansätze, wie die Erprobung neuroprotektiver Substanzen,
entwickelt werden, die ihrerseits wieder mit Hilfe des Modells auf ihre Wirksamkeit hin
überprüft werden können. Beobachtete man in dieser Wirksamkeitsprüfung eine Minderung
der ischämisch bedingten Schäden und Funktionsbeeinträchtigungen, so könnte der
Therapieansatz in klinischen Studien weiter geprüft werden und somit dem Patienten zu Gute
kommen.
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